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Yiiksek Lisans

OZET

OSMOTIK STRES KOSULLARINDA ALFA LiPOIK ASIT SINYALIZASYONU ILE
ANTIOKSIDAN MEKANIZMA ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Sebahat Duygu GUMRUKCU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. Rabiye TERZI
2021, 78 Sayfa

Bu calismada, osmotik strese maruz birakilan misir fidelerinde alfa lipoik asit (ALA)
sinyalizasyonu ile reaktif oksijen tirleri (ROT) ve antioksidan bilesikler arasindaki
etkilesimlerin belirlenmesi amaglandi. Strese maruz kalan fidelerde, ALA muamelesinin igsel
ALA igerigini, glutatyon (GSH) ve askorbat (ASC) miktarlarim1 ve antioksidan enzim
aktiviteleri ile antioksidan enzimleri kodlayan bazi genlerin ifade seviyelerini artirdigi, ROT
seviyesini ise azalttig1 bulundu. Ayrica oksijen radikal temizleyicisi DMTU, GSH biyosentez
inhibitérii BSO ve ASC biyosentez inhibitorii AF araciligiyla sirastyla ROT, GSH ve ASC
seviyeleri azaltildiginda ALA igeriginin azaldigi belirlendi. Radikal temizleyicisi veya
inhibitor uygulanmis fideler ALA ile muamele edildiginde i¢sel ALA seviyesi artarken, GSH
ve ASC miktari, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve ASC-GSH dongiisii
enzimlerinin aktivitelerinin arttig1, ROT seviyesinin azaldig goriildii. Enzim aktivitelerindeki
degisimler ile SOD ve ASKORBAT PEROKSIDAZI gen ifadesindeki degisimlerin benzer
oldugu saptandi. Radikal temizleyicisi veya inhibitorler araciliiyla ROT ve GSH
azaltildiginda ALA’nin CATI gen ifadesinin nispi seviyesini azalttig belirlendi.

Elde edilen veriler 15181nda, ALA’nin sinyal rol oynayan ROT’lar ya da GSH ve ASC
gibi antioksidan bilesikler ile etkileserek antioksidan sistemi uyarabilecegi ve boylece ASC-

GSH dongiisiine dahil olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Alfa lipoik asit, Osmotik stres, Antioksidan sistem, Askorbat, Glutatyon,
Reaktif oksijen tiirleri, Sinyal iletimi
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Master Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF INTERACTION BETWEEN ALPHA LIPOIC ACID
SIGNALIZATION AND ANTIOXIDANT MECHANISM UNDER OSMOTIC STRESS
CONDITIONS

Sebahat Duygu GUMRUKCU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Rabiye TERZI
2021, 78 Pages

In the current study, it has been aimed to determine the interactions between alpha
lipoic acid (ALA) signaling and reactive oxygen species (ROS) and antioxidant compounds
in maize seedlings exposed to osmotic stress. In the seedlings exposed to the stress, ALA
treatment was found to increase the endogenous ALA content, glutathione (GSH) and
ascorbate (ASC) amounts and antioxidant enzyme activities and the expression levels of some
genes coding the enzymes, while decreasing the ROS level. Also, it was observed that ALA
content decreased when ROS, GSH and ASC levels were decreased by oxygen radical
scavenger DMTU, GSH biyosynthesis inhibitér BSO and ASC biyosynthesis inhibitoér AF,
respectively. However, GSH and ASC amounts, activities of superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and ASC-GSH cycle enzymes increased but ROS level decreased when
endogenous ALA content enhanced by exogenous ALA treatment in radical scavenger or
inhibitdr applied seedings. Changes in enzyme activities were found to be compatible with
findings of SOD and ASCORBATE PEROXIDASEI gene expression. It was determined that
ALA decreased the CATI gene expression level when ROS and GSH were reduced by

inhibitors.

In the light of the findings, it was concluded that AL A can stimulate the antioxidant
system by ROS signaling or by interacting with antioxidant compounds such as GSH and ASC
and thus it may be involved in the ASC-GSH cycle.

Key Words: Alpha lipoic acid, Osmotic stress, Antioxidant system, Ascorbate, Glutathione,
Reactive oxygen species, Signal transduction
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Bitki verimliligini ciddi sekilde sinirlayan faktorlerden biri kurakliktir. Bu nedenle,
tarimi yapilan bitkilerde kuraklik toleransinin artirilmasi i¢in basarili stratejilere gereksinim
duyulmaktadir. Strese toleransl tarimsal bitkilerin iiretilmesi geleneksel seleksiyon ve 1slah
yontemleri, modern molekiiler biyoloji yaklasimlar1 veya kimyasal muamelelerle
gerceklestirilebilir. Bitki bliylimesini uyaran antioksidanlarin, osmoprotektanlarin ve sinyal
rol oynadig1 bilinen bazi bilesiklerin kuraklik kosullarindaki bitkilere uygulanmasi stres
hasarlarini iyilestirmek icin etkili ve teknik olarak uygulanabilir yaklasimlardir (Ashraf ve
Foolad, 2007; He ve Gao, 2009).

Bitkiler abiyotik streslere karsi savunma mekanizmalarina sahiptirler. Redoks
metabolizmasi ve bununla iligkili sinyallesme, abiyotik stres esnasindaki en 6nemli savunma
mekanizmasidir ve bitkilerin hayatta kalabilmesi i¢in kararli redoks durumu gereklidir.
Bununla birlikte, redoks durumu reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1 {iretimi ve birikmesi
sonucu olusan oksidatif stres nedeniyle bozulabilir (Demidchic, 2015). Oksidatif stresin
derecesi ROT seviyesi tarafindan belirlenir ve ROT ile antioksidanlar arasindaki denge
redoks durumunu korumak i¢in esastir (You ve Chan, 2015).

ROT fiizerine yapilan caligmalarda, ROT’larin metabolik 6neme sahip sinyallerin
iletilmesinde rol oynayan Onemli haberciler oldugu gosterilmistir. Bitki gelisiminin
diizenlenmesi ve bitkilerin olumsuz kosullarda hayatta kalmasi i¢in 6nemli olan genlerin
ROT araciligiyla ifade edildigi kaydedilmistir (You ve Chan, 2015). Bitkiler, ROT iiretimini
sinirlayan ve onlar1 hiicresel ortamdan uzaklastiran karmasik antioksidan savunma
mekanizmalari gelistirmistir. ROT detoksifikasyonunda kritik rol oynayan baglica enzimatik
antioksidanlar askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR) olup, oksidatif stresle miicadele etmek ve hiicresel homeostazi korumak
icin bir¢cok antioksidan enzimin aktivitesinin arttigi gézlenmistir (Blokhina vd., 2003;
Almeselmani vd., 2006). Ayrica, ROT'u temizlemek i¢in yiiksek antioksidan kapasitenin
korunmasi, bitkilerin ¢evresel strese toleransinin artmasiyla iligkilendirilmistir (Suzuki vd.,
2011). Bitkiler antioksidan enzimlerin yan1 sira antioksidan aktiviteye sahip bircok diisiik

molekiil agirlikl bilesik bakimindan da zengindir. Antioksidan bilesikler, askorbat (ASC),



glutatyon (GSH), bazi amino asitler ve sakkaroz gibi bilesikleri, karotenoidler gibi
fotosentezin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan pigmentleri ve flavonoidler gibi sekonder
metabolitleri icerir. ASC ve GSH, peroksidazlarin H>O; ile hizla reaksiyona girmelerini
sagladig1 ve oksitlenmis formlar1 yliksek kapasiteli indirgemelerle yeniden iiretildigi i¢in
bitkilerde bulunan antioksidan molekiiller arasinda kilit aktorlerdir. Bu 6zellikler ASC ve
GSH’1 diger antioksidanlardan ayirir, ¢linkii tekrarlanan redoks dongiisiiniin ve genel hiicre
redoks durumunun etkili bir sekilde diizenlemesini saglarlar (Soares vd., 2019). Ilave olarak,
antioksidanlarin indirgenmis ve oksitlenmis formlarinin dengesindeki degisiklikler,
ortamdaki degisiklikler i¢in bir sensor olarak kullanilabilir. Abiyotik stres kosullarinda, bazi
antioksidanlarin aktiviteleri bozulur. Bu gibi kosullarda, diger antioksidanlarin aktivitesi
diizenlenir. Bu nedenle, ROT f{iretimi ve antioksidan aktivite arasindaki denge 6nemlidir
(Choudhury vd., 2013). Ayrica, ROT ve antioksidanlarin redoks durumunu siirdiirmedeki
rolii yogun bir sekilde ¢alisilmistir ancak yine de bu alanda agik sorular bulunmaktadir. Bu
nedenle, hiicre biiylimesi, farklilagmasi ve boliinmesi sirasindaki redoks degisikliklerinin ve
ayrica ROT ve antioksidanlarin stres kosullarinda sinyal bilesiklerle etkilesimlerinin detayli
olarak incelenmesi strese maruz kalan bitkilerin redoks mekanizmasinin anlasilmasi i¢in
oldukca onemlidir. Strese karsi toleransi artirmak i¢in antioksidan savunma sisteminin
uyarilmasinin ve diizenlenmesinin gerekli oldugu fikrini destekleyen ¢ok sayida aragtirma
sonucu vardir (Mittler, 2002; Das ve Roychoudhury, 2014; Caverzan vd., 2016).

Bitkilerin redoks durumunun diizenlenmesinde rolii oldugu ileri siiriilen antioksidan
bilesiklerden biri alfa lipoik asittir (ALA, tioktik asit, 1,2 ditiyolan-3 pentanoik asit) (Terzi
vd., 2018). Sinyal bir bilesik olan ALAnin diger antioksidan maddelerden farkli olarak hem
indirgenmis (dihidrolipoik asit, DHLA) hem de yiikseltgenmis formda (alfa lipoik asit) gii¢lii
antioksidan 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (Navari-1zzo ve Quartacci, 2001). Bitkisel
materyaller lizerinde yapilan ¢aligmalarda yiikseltgenmis ve indirgenmis ALA formlarinin
abiyotik stresler altindaki bugday ve arpa siirgiinlerinde azaldig bildirilmistir (D’ Amico vd.,
2004; Perez-Lopez vd., 2010). Strese maruz kalan bitkilerde ALA’nin diger antioksidanlarin
yenilenmesindeki rolii bazi ¢alismalarla belirlenmistir (Sgherri vd., 2002; D’Amico vd.,
2004). Distan uygulanan ALA’nin bitki biiyiimesi lizerine etkileri konusunda yapilan
calismalar ise oldukca sinirlidir. Ornegin, ALA muamelesinin protein profilini etkiledigi
(Yildiz vd., 2015), fotosentezi ve i¢csel ALA miktarini uyardig: (Sezgin vd., 2019), tuz stresi
kosullarindaki bugday fidelerinde iyon dengesini, osmo-regiilatdr seviyesini ve antioksidan

sistemi uyararak oksidatif hasar1 hafiflettigi (Gorcek ve Erdal, 2015) rapor edilmistir.



Osmotik kosullarda distan uygulanan ALA’nin bazi antioksidan enzim aktivitelerini
uyardigr belirlenmis ve ALA’nin antioksidan enzimler {izerine etkisinin H20:
sinyalizasyonuyla iligkili olabilecegi one siiriilmiistiir (Terzi vd., 2018). Ayni ¢alismada
ALA’nin ROT seviyesini azalttifi, membran hasar1 ve kuru agirlik gibi stres tolerans
parametrelerinde iyilesme sagladigi ve strese karsi potansiyel sinyal molekiil olabilecegi
ifade edilmistir. Bununla beraber “antioksidan 6zellige sahip sinyal bilesik olan ALA’nin
antioksidan sistemi uyarmasi ASC ve GSH gibi antioksidan sinyal bilesiklerle mi yoksa
H>0; veya siiperoksit gibi ROT’lar araciligiyla m1 ger¢eklesmektedir?” sorusuna cevap
bulunamamistir. Hiicresel redoks sinyalizasyonunda ALA’nin ROT’lar1 nasil etkiledigi ve
ALA ile ROT’lar arasindaki olas1 karsilikl1 etkilesimin nasil gergeklestigi aragtirilmamustir.
Ayrica, ALA sinyalizasyonu ile ROT ve antioksidan maddeler arasindaki etkilesim de
bilinmemektedir.

Bu ¢alismada, ALA sinyalizasyonu ile ROT ve antioksidan bilesikler (ASC ve GSH)
arasindaki etkilesimin belirlenmesi ve bu etkilesimin antioksidan sistemin bilesenleri
lizerine etkisinin ortaya konulmasi amacglanmistir. Mevcut ¢alismada, ALA nin sinyal rol
oynayan ROT’lar ile etkileserek ya da ASC ve GSH gibi yine sinyal ozellige sahip
antioksidan bilesikler araciligryla antioksidan sistemi uyarabilecegi ve boylece ASC-GSH
dongiisiine dahil olabilecegi hipotez olarak diisiiniilmektedir. Caligmada belirtilen amaca
ulasmak ve hipotezi test etmek i¢in H>O2 ve siliperoksit temizleyicisi (DMTU,
dimetiltiyotire) ile ASC ve GSH biyosentez inhibitorleri (AF; akriflavin ve BSO; biitiyonin
stilfoksiminin) kullanilmistir. Ayrica SOD, CAT, APX, GR, DHAR ve MDHAR enzim
aktivitelerindeki degisimler ile ASC ve GSH miktarlari, H,O> ve siiperoksit icerikleri

belirlenmistir.

1.2. Cevresel Stres Faktorleri

Bitkiler aktif hareket edebilen canlilar olmadigindan ¢evreden gelebilecek negatif
etkilere direkt olarak maruz kalmaktadir (Levitt, 1980). Bir bitkinin biitiin kalitsal
potansiyelini bagarili bir sekilde kullanabilmesini 6nleyen herhangi bir ¢evre kosulu stres
olarak tanimlanmaktadir (Taiz vd., 2015). Bitkilerin yasamlarin1 olumsuz yonde etkileyen
stres faktorleri biyotik (bakteri, virlis vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, 151k, radyasyon
vb.) olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Levitt, 1980).



Diinya genelinde abiyotik streslerin bitkilerde biiylime ve gelismeyi inhibe ettigi
bilinmektedir. Tarimsal iiretimde verimliligi kisitlayic1 faktorlerin basinda su eksikligi
gelmektedir (Farooq vd., 2009). Tuzluluk, radyasyon, agir metal stresi gibi stres faktorleri

de iirlinlerin verimini kisitlamaktadir (Lawlor, 2002).

1.2.1. Osmotik Stres

Kuraklik genel olarak yagisin az olmasindan kaynaklanmaktadir. Yagis miktari
yeterli olsa bile diizensiz dagilimi bitkilerin biliylime ve gelismesini olumsuz olarak
etkilemektedir (Ozer vd., 1997). Su eksikligi bazen birkag saatte giderilebilir fakat bazi
durumlarda giinlerce hatta aylarca siirebilir. Bu durumda osmotik strese verilen cevaplar da
farklilik gostermektedir (Sekil 1). Biitiin bitkiler su kithgmma aynm sekilde tepki
gostermemektedir. Bitkiler arasindaki bu farkliliklar metabolik degisikliklerle ilgilidir
(Kayabasi, 2011). Su eksikligi ile karsilasan bitkiler Oncelikli olarak stomalarin
kapatabilmektedir (Cornic ve Massacci, 1996). Kuruma, ¢cok daha ciddi hasarlara yol acan,
geri donilisiimii olmayan yiiksek oranda su kaybi olarak bilinmektedir (Smirnoff, 1993;
Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005). Osmotik stres hiicre biiyiimesini ciddi sekilde
engellemektedir. Hiicrelerde biiyiime olayinin meydana gelmesi i¢in turgora ihtiyag¢ vardir.
Su eksikliginin etkisiyle hiicrelerdeki turgor azalmakta ve hiicre biiyiimesi yavaslamaktadir.
Bitkinin kokleri, bliylime engellemelerine karsi daha fazla duyarlidir ve dolayisiyla su
miktarinin sinirlt oldugu yerlerde kok:siirglin oraninin artmas: muhtemeldir (Wu ve
Cosgrove, 2000). Su eksikligine bagli olarak ABA ve prolin birikimi artar, transpirasyon ve
fotosentez azalir. Fotosentezin azalmasi iriinlerde verim kaybina sebep olmaktadir
(Komatsu vd., 2011). Osmotik strese verilen en belirgin tepkilerden biri de yaprak
kivrilmasidir (Begg, 1980).

Bitkilerin osmotik strese hassasiyeti stresin siddetine ve siiresine, diger abiyotik
streslerle olan iligkisine gore degisebilir (Demirevska vd., 2009). Kuraklik ve tuzluluk yakin
iligkili abiyotik streslerdir ve bu stres faktorleri topraktaki su potansiyelinin ciddi derecede

azalmasina neden olmaktadir (Jones, 1986).
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Sekil 1. Bitkilerin osmotik strese cevaplart (Chaves vd., 2003’den diizenlenerek)

1.2.2. Bitkilerin Osmotik Strese Cevaplari

Bitkiler su eksikligine maruz kalmalari durumunda anatomik, fizyolojik, morfolojik
ve molekiiler tepki vermektedirler. Kurakliktan kaginma ve tolerans gibi stratejiler
gelistirerek hayatta kalmaya caligmaktadirlar. Kurakliktan kaginan bitkiler mevcut suyu
dokularinda saklama yetenegine sahiptirler. Sukkulent bitkiler stresten kaginan bitkilere
ornek olarak verilmektedir. Kurakliga karsi toleransi olan bitkiler ise ortamda su yeterli
olmasa dahi normal islevlerine devam edebilmektedir (Levitt, 1980). Ek olarak, fotosentez
reaksiyonlar1 da diizenlenmektedir (Ludlow ve Muchow, 1990).

Su kitligina maruz kalan bitkilerin hayatta kalabilmek i¢in bagvurduklar: bilinen en
iyi adaptasyon mekanizmalarindan biri osmolit bilesiklerinin {iretimidir. Osmoprotektanlar
(Koruyucu molekiiller) olarak bilinen osmolitler, diisiikk molekiiler agirliga sahip, kolayca
¢oziinebilen bilesiklerdir (Farooq vd., 2009). Osmoprotektanlar membranlarin ve
proteinlerin  dengelenmesini  saglayarak  hiicrelerin  osmotik  potansiyellerinin
diizenlenmesine yani osmotik ayarlamaya yardimci olmaktadir. Osmotik ayarlama ile
birlikte biiylime ve gelisme diizenlenir, organeller normal fonksiyonlarinda ¢alisir (Wani
vd., 2013). Prolin ve glisin gibi osmolitlerin konsantrasyonlarinin artmast osmotik strese

verilen fizyolojik tepkilerden bazilaridir (Matysik vd., 2002). Olumsuz kosullar altinda



prolinin artmast hiicrenin yapisinin korunmasina katki saglamaktadir (Mani vd., 2002). Stres
esnasinda biriken osmolitler ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesine de
karigsabilmektedir (Smirnoff ve Cumbes, 1989).

Su kithig1 kosullarinda hiicrelerde iiretilen ROT lar1 da igeren serbest radikaller bitki
hiicrelerinde c¢esitli hasarlar meydana getirebilmektedir (Nair vd., 2008). Serbest
radikallerden oksijen tiirevli olanlar reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilmaktadir (Tablo

1) (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Valko vd., 2007).

Tablo 1. Reaktif oksijen tiirleri (Karabulut ve Giilay, 2016).

Radikaller Nonradikaller
Siiperoksit (O*) Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil (OHe) Hipoklor6z asit (HOCI)
Peroksil (ROO) Hipobroméz asit (HoBr)
Alkoksil (RO") Singlet oksijen (! O2)
Hidroperoksil (HO2) Ozon (0O3)

Lipid peroksil (LOO")

Serbest radikallerin kisa omiirlii olduklar1 bilinmektedir. Serbest radikaller son
yoriingelerinde eslenmemis atom veya molekiil bulundurduklarindan dolayr son derece
kararsizdirlar. Kararli yapiya sahip olmak i¢in diger molekiillerle etkilesime gegerler

(Halliwell ve Gutteridge, 1999; Valko vd., 2007).

1.2.3. Osmotik Stresin Reaktif Oksijen Tiirleri Uzerine Etkileri

Oksijen canli organizmalar i¢in en temel elementlerden biridir. Hiicreler yasamsal
fonksiyonlarimi yerine getirebilmek i¢in enerji iiretirken oksijen tiiketmektedir. Tiiketilen bu
oksijenin yaklasik olarak % 2’si reaktif oksijen tiirlerine doniismektedir (Muller vd., 2004).
ROT’larin agir1 miktarda birikmesi bitkilerde ciddi zararlara neden olmaktadir (Breusegem
vd., 2001). Ancak strese karsi sinyal molekiil olarak davranarak bitkiye yarar sagladigi
durumlar da bulunmaktadir (Sekil 2) (Lombardi ve Sebastiani, 2005). Su eksikligine bagh



olarak cesitli ROT’lar iretilmektedir (Parida ve Das, 2005). Bitkilerde, mitokondri ve
kloroplast ROT’larin esas iiretim yerleridir. Bitkiler osmotik stres kosullarinda ROT’lar1

bulunduklar1 ortamdan uzaklastirmak i¢in antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirmistir

(Gill vd., 2011).

Cevresel stres

’ Biviime
Temideme  <am s Sinyal mfe Gelisme

melkanizmas
‘ Hiicre oliimii
. (a)bivotik
Olksidatif hiicre stres cevaplan
hasan

Sekil 2. ROT'un ¢ift yonlii etkisi (Lombardi ve Sebastiani, 2005).

Kuraklik, ytiiksek sicaklik ve tuzluluk gibi pek ¢ok abiyotik stres faktorleri ROT larin
tiretilmesine neden olmaktadir. Buna bagh olarak hiicredeki bircok makromolekiiller hasar
gorebilmektedir (Wang vd., 2014). Ornegin yiiksek sicaklik stresine maruz kalan bitkiler
izerine yapilan c¢aligmalarda ROT seviyesinin ve membran hasarinin arttigi ve bdylece
bitkide geri doniisli olmayan hasarlar meydana geldigi rapor edilmistir (Sinsawat vd., 2004;

Savicka ve Skute 2010)

1.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

1.3.1. Siiperoksit Radikali (02")

Molekiiler oksijenin bir elektron transferi sonucu indirgenmesiyle siiperoksit radikali
olusur. Oy genellikle mitokondride iiretilir. pH degeri diisikk oldugunda O>- ya da
hidroperoksil radikali (HO2") seklinde bulunabilir (Bielski vd., 1966). HO hiicre zarinda
bulunan fosfolipid tabakaya kolay bir sekilde girebildiginden dolay1 dnemlidir (Phaniendra
vd., 2015).



Stiperoksit radikali ciddi hasarlara neden olacak kadar reaktif degildir (Valko vd.,
2004). O2’nin yar1 6mrii 1-1000 ps arasindadir (Kavdia, 2006).

1.3.2. Singlet Oksijen (102)

Singlet oksijen ('O2), O2’ye elektron transferi sonucu meydana gelmediginden
dolay1 ayirt edici bir reaktif oksijen tiiriidiir (Clo vd., 2007). Singlet oksijen anten sisteminde
klorofilin ii¢lii uyarilmis halleri (*Chl") ile kloroplastlarda sentezlenir (Krieger Liszkay vd.,
2008).

Klorofiller 15181 yakalayarak fotosentezi gergeklestirirken ayni zamanda hiicre i¢in
zararli olan singlet oksijen iretilebilir (Gorman ve Rodgers, 1992). Singlet oksijen,
fotosistem I (PSI) ve fotosistem II (P II)’de hasarlara neden olmaktadir. Ayrica, proteinler,
niikleik asitler, lipitler gibi molekiillere de zarar vermektedir. Bitkiler karotenoidler ve
tokoferoller gibi antioksidan maddeler ile singlet oksijene kars1 kendilerini korumaktadirlar

(Krieger Liszkay vd., 2008).

1.3.3. Hidrojen Peroksit (H203)

Hidrojen peroksit (H202) hem indirgenme hem de yiikseltgenme 6zelligine sahip bir
reaktif oksijen tiirtidiir. Mitokondri ve kloroplastlarda devamli olarak iiretildigi icin
bitkilerde en ¢ok bulunan ROT’lardan biridir ve diger tiirlere gore daha kararlidir. Bununla
beraber Fenton reaksiyonu araciligiyla cok daha toksik olan hidroksil radikaline

dontstiiriilebilir (Sekil 3) (Bienert vd., 2006).
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Sekil 3. Dioksijendeki ardisik indirgenme reaktif oksijen tiirlerini verir
(Bienert vd., 2006)

H>07’in yar1 6mrii 1 ms’dir (Reth, 2002). H>O» stomalarin kapanmasi, fotosentetik
reaksiyonlar, fitoaleksin liretimi gibi ¢esitli fizyolojik olaylarda diizenleyici olarak gorev
almaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise bitkiler i¢in oldukga tehlikelidir ve hiicre

Oliimiine neden olmaktadir (Gechev ve Hille, 2005).

1.3.4. Hidroksil Radikali (OHe)

Hidrojen peroksidin indirgenmesi ile hidroksil radikali tiretilir. Bu reaksiyon Fenton
reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir. Reaksiyonda Fe**, Cu* Zn, Cr gibi gecis elementleri

rol oynamaktadir (Fenton, 1894).

Oy + Fe?t oo > 10+ Fe?*
2027+ 2H" —-mmemmee - > 0, + HoOoFe**
Fe?* + HyO, + Fe** ---—-> Fe** + OH + OH

Hidroksil radikali reaktif oksijen tiirleri igerisinde en reaktif olanidir ve son derece
toksiktir ve hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir. Yarilanma 6mrii yaklasik 9-10 saniyedir

(Ayala vd., 2014).
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1.4. Antioksidan Sistem

Oksidatif stres, ROT birikimi ile meydana gelen bir stres ¢esididir. Bu stres
faktoriiniin, yiilksek konsantrasyonlarda hiicresel bilesenler i¢in zararli etkileri
bulunmaktadir (McCord, 2000). Bitkiler hem ROT olusumunu kisitlayan hem de ROT’larin
temizlenmesini saglayan antioksidan sistemlere sahiptir ve bu sekilde hiicre 6liimii de

engellenmektedir (Sekil 4) (Mittler vd., 2004).

Fotosentez ¢ Stres

OH*
N

- O

H, O, antioksidanlar

Redoks dengesi degisitmi ?

Y

Hayvatta

lcalima

Sekil 4. Reaktif oksijen tiirleri antioksidan savunma sistemlerinin
iretimine neden olur ve bdylece hiicre 6liimii engellenir (Jaspers
ve Kangasjérvi, 2010).
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1.4.1. Enzimatik Antioksidanlar
1.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve oksijene
donilismesini saglayan bir metaloenzimdir (Scandalios, 1993). SOD enziminin ii¢ farkl
formu bulunmaktadir. Bu formlar merkezde bulunan metallere gore Fe-SOD, Mn-SOD ve
Cu/ZnSOD olarak isimlendirilmektedir (Mittler, 2002). SOD’un yukar1 diizenlenmesi (up-
regiile) ile bitkilerin oksidatif strese karst korunmasi saglanmaktadir (Boguszewska vd.,

2010).

2H
0O +0, - HO ,O
SOD

1.4.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz peroksizomlarda bulunan enzimatik antioksidanlardan biridir. CAT
molekiili, ¢cok kisa silirede yaklasik olarak 6 milyon H>0O>’i su ve oksijene doniistiirebilir
(Lee ve An, 2005). Boylece H2O>’nin hiicrelerdeki olumsuz etkileri azaltilmig olur (Shim

vd., 2003).
H>O» L H,O+ (1/2) O

Bitkiler ¢oklu katalaz izoenzim formlarina sahiptir. Ornegin hint fasulyesinde iki,
Arabidopsis’te ise alt1 tane katalaz izoenzimi rapor edilmistir. Katalaz, H>O>’yi dogrudan
degistirebilir veya metanol, etanol, formamid ve formik asit gibi substratlar1 okside eder
(Ahmad vd., 2010). Bitki katalazlar1 {i¢ sinifa ayrilabilir. Birinci sinif katalazlar fotosentetik

dokularda fazla bulunur ve fotorespirasyon esnasinda iiretilen H2O2’nin uzaklastirilmasina
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dahil olurlar. ikinci sinif katalazlar vaskuler dokularda fazlaca iiretilir ve lignifikasyonda
onemli bir rol oynayabilirler. Bunlarin gercek biyolojik rolleri tam olarak bilinmemektedir.
Ikinci smnif katalazlar hastaliktaki gelisim ve direngle ilgili olarak ¢cokga calisilmus ve salisilik
asit ile ilgili oldugu belirlenmistir. Ugiincii sinif katalazlar ise tohum ve geng bitkilerde bolca
bulunur ve aktiviteleri glioksizomlardaki glioksilat dongiisiinde yag asitlerinin
degredasyonu esnasinda iiretilen asir1 HoO2’nin uzaklastirilmasiyla baglantilidir. Katalaz
aktivitesindeki artisin muhtemelen H>O>’nin toksik seviyesini azaltarak doku metabolizmasi
ile ilgili hasarlarin {istesinden gelmeye yardimci olan adaptif bir 6zellik oldugu

distiniilmektedir (Ahmad vd., 2010).

1.4.1.3. Askorbat Peroksidaz (APX)

Bitkilerde H>Ox’nin siipiiriilmesinde en etkili enzimlerden biri askorbat peroksidaz
(APX)’dir. APX, su-su ve askorbat-glutatyon dongilerinde (Sekil 5) H2O:’nin
temizlenmesinde yer alir ve elektron vericisi olarak askorbati kullanir (Ahmad vd., 2010).
APX’in farkli izoformlar1 kloroplast, sitozol ve mikrozomlarda aktiftir (Jaleel vd., 2009).
CAT ile karsilastirildiginda baglanma giicliniin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Noctor
ve Foyer, 1998).

H0:+ ASC 22X 5 2 1,0 + DHA

ASC
H,0, GSSG NADPH
NN T
arz MDHAR | | DHAR .
H,0 A /\ N s A/\ANAm»
MDHA /" NAD(P)H

DHA

Sekil 5. Askorbat-Glutatyon dongiisii
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Askorbat-glutatyon dongiisinde APX, askorbati monodehidroaskorbata (MDHA)
oksitleyerek H>O>’yi suya indirger. Bu daha sonra MDHA rediiktaz enzimi araciligiyla
askorbata doniistiiriilir. Boylece iki MDHA molekiilii, enzimatik olmayan bir yan iiriin
olarak esit olmayan miktarlarda MDHA ve dehidroaskorbat (DHA)’ya doniisiir. Daha sonra
DHA’nin indirgenmesi meydana gelir ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve GR’nin
etkisiyle askorbat tiretilir. DHAR GSH’yi glutatyon disiilfide (GSSG) doniistiirebilir ve daha
sonra GR tarafindan tekrar GSH’ye indirgenir (Kusvuran vd., 2013; Shalata vd., 2001).
Askorbik asit rejenerasyonu ihtiyaci ile sonuclanan APX aktivitesi nedeniyle, bitkilerin
koruyucu mekanizmalarinin gerektigi gibi artabilmesi i¢in ayni anda oksidatif savunma
sisteminin diger ¢esitli bilesenlerinde bir artisa ihtiya¢ duyuldugu diistiniilmektedir (Jaleel
vd., 2009).

1.4.1.4. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR)
Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), NADPH araciligiyla
monodehidroaskorbattan (MDHA) askorbat (ASC)’in yeniden iiretilmesini saglayan

enzimdir. Hiicrelerin mitokondri ve peroksizomlarinda APX ile beraber bulunur. APX,

H>07’1 ortamdan uzaklastirirken ASC’yi yiikseltger (Mittler, 2002).

MDHA + NADPH ______, ASC + NADP*

1.4.1.5. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR)

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), dehidroaskorbatin (DHA) askorbata
dontisiimiinden sorumlu olan enzimdir. Bu doniisiimii saglarken indirgenmis glutatyonu
(GSH) elektron vericisi olarak kullanir (Deutsch, 2000). Bitkilerin ¢esitli dokularinda,
ozellikle tohum ve koklerde bol miktarda bulunur (Anjum vd., 2014).

DHA + 2GSH ———» ASC + GSSG
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1.4.1.6. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR) bir¢ok bitki dokularindan saflastirilmistir ve oldukca
korunmus bir enzimdir (Ahmad vd., 2010). GR hiicreler i¢in en Onemli enzimatik
antioksidanlardan biridir. Bitkilerde genellikle kloroplastlarda bulunmakla beraber diisiik
miktarda mitokondri, sitozol ve peroksizomlarda da bulundugu bilinmektedir (Edwards vd.,
1990; Jimenez vd., 1997). 1ndirgenmis formda GSH reaktif oksijen tilirlerinin ortamdan
uzaklastirilmasina yardimer olur. iki glutatyon molekiiliiniin disiilfid bag1 olusturmasiyla
GSSG meydana gelir. GR elektron verici olarak NADPH’1 kullanir ve GSSG’yi GSH’a
indirger (Das ve Roychoudhury, 2014). Transgenik bitkiler ile yapilan caligmalara gore
GR’nin oksidatif strese kars1 savunmada énemli bir roliiniin oldugu kesfedilmistir (Yousuf

vd., 2012).

GSSG+ NADPH ———————> 2 GSH + I\'ADP+

1.4.1.7. Glutatyon Peroksidaz (GPX)

Glutatyon peroksidaz (GPX), oksidatif strese kars1 bitkileri korumaktadir (Cnubben
vd., 2001). GPX, hidrojen peroksidi suya parcalar. Esas olarak mitokondride bulunmasina

ragmen az miktarda sitozolde de bulundugu bilinmektedir (Fattman vd., 2003).

GPX
H,0,;+ GSH ———————>H.0 + GSSG

Glutatyon peroksidaz H202’nin ve sitotoksik hidroperoksidlerin alkollere
indirgenmesini katalizleyen ¢oklu izoenzimlerin ailesidir. Boylece H202’yi temizlemesinin
yant sira ROT aktivitesi yiliziinden olusan lipid peroksidasyon iiriinlerinin temizlenmesine
katkida bulunurlar. Bitkilerdeki GPX selenyuma bagli GPX (EC 1.11.1.19), selenyuma bagl
olmayan fosfolipid hidroperoksid GPX ve GPX aktivitesi sergileyen glutatyon transferaz
olmak iizere ii¢ sinifa ayrilmaktadir (Ahmad vd., 2010).
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1.4.1.8. Abiyotik Streslerin Antioksidan Enzimler Uzerine Etkisi

Bitkiler kuraklik, tuzluluk, asir1 sicakliklar, herbisit muamelesi ve mineral eksikligi
gibi cevresel streslere maruz kaldiklarinda, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile
antioksidanlarin sondiirme aktivitesi arasindaki denge bozulur ve genellikle oksidatif hasara
neden olur. Aktif oksijen tiirleri lipitlere, proteinlere ve niikleik asitlere oksidatif hasar
vererek normal metabolizmay1 bozabildiginden, bitkiler onlar1 bu sitotoksik etkilerden
koruyan bir dizi antioksidan enzim bulundururlar. ROT seviyesini kontrol etmek ve stres
kosullarinda hiicreleri korumak i¢in bitki dokulart ROT siipiiriicii ¢esitli enzimler igerir.
ROT detoksifikasyonunda yer alan anahtar enzimler, yani SOD, CAT, POD ve Halliwell ve
Asada dongiisiinde (askorbat-glutatyon yolu) yer alan diger enzimlerdir. Stres kosullarinda,
antioksidanlar bu enzimlerin neredeyse tamaminin aktivitesini artirir (Ahmad vd., 2010).

Cevresel streslere maruz kalan birgok bitki tiirlinde antioksidan enzim aktivitelerinin
arttif1 bildirilmistir. Ornegin, tuz stresi altinda bezelye, misir ve caydaki deneysel sonuglar
SOD aktivitesinde artisin oldugunu gostermistir. Benzer sekilde su altinda kalmaya cevap
olarak SOD aktivitesinin Carrizo citrange’de Cleoptra mandarin’den daha fazla oldugu
ortaya konulmustur. Tuz stresi kosullarindaki Morus alba, Brassica napus ve Oryza
sativa’da SOD aktivitesinde belirgin artiglar goriilmiistir. Kuraklik ve yiiksek 151k
kosullarimin kombine etkilerinin SOD aktivitesini Picea asperata’da onemli derecede
artirdig gosterilmistir. Yiiksek tuzluluk kosullar1 altinda kloroplast SOD, tilakoid bagli SOD
ve stroma SOD arttig1 ve kloroplast SOD’daki artisin daha fazla oldugu kaydedilmistir.
Diger taraftan, metil violojen, H>O> ve agir metal bakir, kadmiyum ve arsenik kosullarindaki
transgenik uzun ¢ayir bitkilerindeki yliksek seviyede Cu/ZnSOD ve APX gen
transkriptlerinin stres toleransini artirdig1 belirlenmistir (Ahmad vd., 2010).

Cu/Zn-SOD’nin sitosolde asir1 ifadesinin ozona duyarls tiitiin bitkisi ¢esitlerinde ozon
kaynakl1 nekrozu 1,5 ila 6 kat araliginda azalttig1 kaydedilmistir (Ahmad vd., 2010). Sung
vd. (2009), Ulva fasciata’da Mn-SOD/Fe-SOD gen ifadesinin oksidatif stres kosullarinda
arttigin1 rapor etmistir. Abiyotik stres toleransi ¢ok genli bir 6zellik oldugundan, SOD
geninin ifade edilmesi stres direnci ile iligkili diger enzimleri kodlayan genlerin ifade
zincirine yol acabilir (Ahmad vd., 2010). Abiyotik stresler yonca nodiilleri, cay, pamuk ve
titlinde katalaz enziminin ifadesinden sorumlu genlerin upregiilasyonunu baglatabilir

(Sekmen vd., 2007).
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Sekmen vd. (2007) tuz stresine toleransli Plantago maritime’nin tuza duyarl
Plantago media ile karsilastirildiginda tuz konsantrasyonun artmasiyla CAT aktivitesinin
arttiginm1  gostermistir. Benzer sekilde, Ashraf ve Ali (2008) B. napus’ta tuz
konsantrasyonunun artmasiyla CAT aktivitesinin arttigini belirlemistir. Bazi bitkilerde CAT
aktivitesindeki azaliglar ROT temizleme sistemleri olarak SOD ve askorbat-glutatyon
dongiisiindeki enzimlerin yani sira peroksidazin Onemini yansitir. Yine, yapilan bir
calismada transgenik tiitiin bitkilerinin sitozoliinde Cu/Znsod ve apx veya en azindan apx’in
es zamanli asir1 ifadesinin, su stresi kosullarinin {irettigi hasar1 bir dereceye kadar
hafiflettigini gdstermistir. Sitoplazmik apx’in asir1 ifadesinin tiitin membranlarini su
stresinden korudugu rapor edilmistir (Faize vd., 2011). Arabidopsis’te yapilan bir ¢alismada
APX’i kodlayan bir gen olan AgAPXI geninin asir1 ifade edilmesinin kuraklik direncini
artirmasi, askorbat birikimini artirma, ¢esitli antioksidan enzimlerin aktivitesini yiikseltme
ve stomatal kapanmanin uyarilmasiyla basarildig: ileri siiriilmiistiir (Liu vd., 2019). Ayrica
askorbat-glutatyon dongiisiindeki enzimlerin, CAT ve SOD aktivitelerindeki artiglarin
Amaranthus tricolor tolerant varyetesinde ROT detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynadigi
rapor edilmistir (Sarker ve Oba, 2018). SOD izoenzimlerinde ve askorbat-glutatyon
dongiisiiniin enzimlerindeki artiglar kurakliga toleransli Cerasus humulis fidelerinin
kurakliktan daha az hasar géormesine neden oldugu kaydedilmistir. Enzim aktiviteleri ile
uyumlu olarak sitosolik APX, DHAR’1n ifadelerindeki 6nemli artiglar su stresine maruz kalan
toleransh bitkilerde bu enzimlerin transkripsiyonel seviyede bir regiilasyonun olduguna

isaret ettigi ileri siiriilmiistlir (Ren vd., 2016).

1.4.2. Enzimatik Olmayan Baz1 Antioksidanlar

1.4.2.1. Askorbat (L-Askorbik Asit, ASC)

Askorbat (ASC) iizerinde en fazla caligilan antioksidan maddelerden biridir ve bitki
hiicre tiplerinin ¢ogunda, organellerde ve apoplastta olusmaktadir (Ahmad vd., 2010).
Fotosentetik  dokularda yliksek miktarda (Smirnoff, 2005), vakuolde diisiik
konsantrasyonlarda bulunur (Davey vd., 2000). ASC normalde indirgenmis formda
(askorbat havuzunun %90°1) meydana gelir ve onun hiicre i¢i konsantrasyonu sitosolde 20

mM’dan kloroplast stromasinda 20-300 mM arasinda degisebilmektedir. Mitokondride
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sentezlenir ve buradan proton elektrokimyasal gradiyenti ile veya kolaylastirilmis
difiizyonla diger bolimlere taginir. L-askorbik asitin prekiirsorii D-glukozdur ve ASC
bliylime, farklilasma ve bitki metabolizmasini igeren bir¢ok fizyolojik prosesleri etkiler.
ASC’nin bitki savunma sistemindeki temel rolii H>O2’ye ve diger toksik oksijen tiirevlerine
kars1 metabolik prosesleri korumaktir (Ahmad vd., 2010). ASC hem ROT’lar1 temizler hem
de fotosentez reaksiyonlarinin diizenlenmesine katkida bulunur (Chen ve Gallie, 2004). ASC
esasen indirgeyici gorevi gorlir ve bir¢ok serbest radikal tiirtinii temizler (Ahmad vd., 2010).
Boylece, ASC indirgeme veya oksitlendirme giicii yiiksek bir antioksidandir. Ozellikle
tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesinde 6nemli bir fonksiyonu vardir (Sies
vd., 1992; Bisby ve Parker, 1995). ASC, o—tokoferolii rejenere ederck veya ksantofil
dongiisiinde zeaksantin sentezinde dolayli olarak reaksiyona girebilir (Ahmad vd., 2010).
ASC bir¢ok enzim aktivitesini etkiler ve diger antioksidanlarla sinergistik fonksiyonu

aracilifiyla oksidatif islemlerin neden oldugu hasarlar1 azaltir (Pourcel vd., 2007).

1.4.2.2. Tokoferoller

Tokoferoller bitkilerin tiim kisimlarinda bulunan antioksidanlarin bir ailesidir
(Srivalle vd., 2003). Dort izoformundan (a., B, v, d) biri olan, a-tokoferol biyolojik olarak en
aktif ve kloroplast membranlarinda en baskin antioksidandir ve fotooksidatif hasara kars1
korumada esas olarak sorumludur. Antioksidan 6zellikleri bir yiik transfer mekanizmasiyla
singlet oksijeni sondiirme yeteneginden kaynaklanmaktadir. Cok sayida singlet oksijen
molekiillerinin tek bir a-tokoferol molekiilii ile giderilebildigi gosterilmistir. a-tokoferoller
lipid peroksi radikalleri temizler ve askorbat ve diger antioksidanlarla reaksiyona girerek o-
tokoferol geri donistiiriilebilen bir tokoferoksil radikali verir. a-tokoferollerin en 6nemli
islevi ¢oklu doymamis yag asitlerini oksidasyondan korumak i¢in ¢esitli mekanizmalara
katilmalaridir (Ahmad vd., 2010). Fotosentez ve metabolizmanin yan {iriinleri olarak olusan
ROT’lar bitki hiicrelerindeki lipid peroksidasyonunun oénemli kaynaklaridir. a-tokoferol
seviyeleri ¢ok cesitli abiyotik streslere cevapta bitki dokularinda artarlar. a-tokoferoller
cesitli ROT lar1 ve lipid peroksidasyon iirlinlerini temizlerler, membranlar stabilize ederler

ve sinyal iletimini diizenlerler (Kruk vd., 2005; Noctor, 2006).

a-tokoferoller lipid oto-oksidasyonunda zincir yayilma adimini engeller ve bu etkili

bir serbest radikal tuzagi yapar. Askorbat ile baglantili olarak tokoferollerdeki artig su
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eksikligi kosullarindaki celtikte birincil tepkilerden biri olarak gosterilmistir. Oksidatif stres
yiiksek bitkilerde tokoferollerden sorumlu genlerin ifadesini aktiflestirir (Ahmad vd., 2010).
Su stresi kosullarinda tokoferollerdeki artis bircok arastirici tarafindan rapor edilmistir.
Ornegin Pourcel vd. (2007) bazi ¢im tiirlerinde a-tokoferol konsantrasyonunda osmotik stres
kosullarinda 1 ile 3 katlik bir artis oldugunu rapor etmistir. a-tokoferoller abiyotik stresten
bitkileri korurlar. Ornegin oksidatif stres, fotoinhibisyon ve fotooksidatif stresin

Arabidopsis’te yiksek 1s18a cevapta arttig1 rapor edilmistir (Ahmad vd., 2010).

1.4.2.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) sitosol, kloroplast, endoplazmik retikulum, vakuol ve mitokondri
gibi hemen hemen tim hiicre kompartmanlarinda bulunan bir tripeptid (y-
glutamylcysteinylglycine)’dir. GSH ¢ogu bitki hiicrelerinde protein olmayan thiollerin ana
kaynagidir. GSH’daki thiol gruplarinin kimyasal reaktivitesi onu tiim organizmalarda genis
bir biyokimyasal islev yelpazesine hizmet etmesi i¢in Ozellikle kararli yapar. Thiol
gruplarmin nukleofilik yapisi metallerle merkaptid baglarmin olusumunda ve secilen

elektrofiller ile reaksiyona girmesinde 6nemlidir (Ahmad vd., 2010)

Ayrica agirlikli olarak indirgenmis formda (GSH) olusur ve konsantrasyonu
kloroplastlarda 1-4 mM olmak iizere en yiiksektir. GSH’1n biyosentetik yolu iyi tespit
edilmistir ve bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda benzerdir. y-glutamilsistein
sentetaz ve glutatyon sentetaz tarafindan kataliz edilen iki ATP’ye bagl adimda, kurucu
amino asitler tam tripeptid olusturmak tizere baglanir (Ahmad vd., 2010). Bu adimlar hem
kloroplast hem de kloroplasttan baska kompartmanlarda meydana gelir ve GSH
konsantrasyonundaki degisim ve redoks durumu signal iletiminde ¢ok 6nemlidir (Noctor

vd., 2002).

GSH yiiksek indirgeme potansiyeline sahip olmasindan dolayr ASC ve a-tokoferol
gibi antioksidan molekiillerin korunmasi gibi c¢esitli biyolojik siire¢lerde rol almaktadir.
Ayrica oksidatif hasarin meydana getirecegi zararlar etkisizlestirmektedir (Mullineaux ve
Rausch, 2005). Bitkilerde GSH’1n iki 6nemli fizyolojik 6nemi vardir. Bunlardan biri
ROT’lara kars1 savunma digeri ise kiikiirt metabolizmasinin diizenlenmesidir (Herschbach
ve Rennenberg, 1994; Lappartient ve Touraine, 1996). Abiyotik stres toleransi,

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, redoks hiicre dengesi, thiol gruplarinin korunmasi, stres
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savunma genlerinin ifadesinin diizenlenmesi, kiikiirt metabolizmasi1 i¢in sinyal verme
glutatyonun bitki metabolizmasi {izerine bilinen etkilerindendir (Mullineaux ve Rausch,

2005).

1.4.2.4. Karotenoidler

Karotenoidler bitki ve mikroorganizmalarda bulunan pigmentlerdir. Dogada
meydana gelen 600°den fazla karotenoid bulunmaktadir. Cesitli ¢caligsmalar karotenoidlerin
belirli tip kanserleri, yasa bagli kas hastaliklarini ve diger hastaliklar1 engelledigini
gostermistir. Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi esas olarak konjuge ¢ift bagli yapinin
eslesmemis elektronlar1 delokalize etme yeteneginin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu -
karotenin singlet oksijeni par¢alamaksizin sondiirmedeki miikemmel yeteneginden ve -
karotenin peroksil (ROOe ), hidroksil (*OH) ve siiperoksit radikalleri (O2 —) gibi serbest
radikallerle kimyasal reaktivitesinden sorumludur. Karotenoidler yeterince yliksek

konsantrasyonlarda lipidleri peroksidatif hasardan koruyabilir (Ahmad vd., 2010).

1.4.2.5. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitki dokularinda bol bulunan ¢esitli sekonder metabolitler
(flavanoidler, taninler, hidroksisinnamat esterler ve lignin)’dir. Polifenoller ROT’lar
temizlemek icin ideal bir kimyasal yapiya sahiptir ve in vivo’da tokoferol ve askorbattan
daha etkili antioksidanlar oldugu gosterilmistir. Polifenollerin antioksidan o6zellikleri,
hidrojen veya elektron vericileri olarak yiiksek reaktivitelerinden ve polifenolden tiiretilen
radikalin stabilize etme ve eslesmemis elektronun yerinin degistirilmesinden (zincir kirma
islevi), ve gecis metal iyonlarmi selatlama yeteneklerinden (Fenton reaksiyonunun
sonlandirilmasi) kaynaklanmaktadir (Rice-Evans vd., 1997). Fenoliklerin antioksidan
ozelliklerinin altinda yatan baska bir mekanizma flavanoidlerin lipid paketleme sirasin
diizenleyerek peroksidasyon kinetiklerini degistirebilmeleri ve membranlarin akiskanligini
azaltmalaridir. Antioksidan olarak rol oynayan fenolik bilesikler serbest radikal zincirlerinin
terminatorii olarak ve lipid peroksidasyonu katalizleyebilen redoks-aktif metal iyonlariin
selatorleri olarak islev yapabilirler (Schroeter vd., 2002). Fenolik antioksidanlar hidrojen

atomlarmin hizli bir sekilde radikallere verilmesiyle lipid ve diger molekiillerin
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oksidasyonuna miidahale ederler. Fenoksi radikal ara iiriinleri nispeten kararlidir ve boylece
daha fazla radikal reaksiyonlarini olusturmazlar. Diger serbest radikallerle etkileserek zincir
reaksiyonlarmin terminatdrleri olarak bile rol oynayabilirler. Bununla beraber, yiiksek bir
fenolik antioksidan konsantrasyonu, redoks-aktif metallerin varligi (bakir, demir) ve yliksek
pH gibi belirli kosullarda, pro-oksidan olarak davranabilirler. Dahas1 fenolik bilesiklerin
bitki hiicrelerinde H>O>’nin siipiiriilmesi kaskatina dahil oldugu gosterilmistir (Ahmad vd.,

2010).

1.5. Cevresel Streslerin Antioksidan Maddeler Uzerine Etkisi

Tuzluluk ve agir metal stresi ROT’larmn iiretimini arttirarak oksidatif strese neden
olmaktadir (Rizhsky vd., 2002). Glutatyon, tokoferoller, askorbik asit gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar ROT’larin temizlenmesinde gorev alirlar (Mittler vd., 2004).
Cevresel streslerin antioksidan madde miktarini nasil etkiledigi konusunda bir¢ok ¢alisma
gergeklestirilmistir. Ornegin, Sarker ve Oba (2018) askorbat igerigindeki artislarin
Amaranthus tricolor varyetesinde oksidatif strese toleransi artirdigini belirlemistir. Ren vd.
(2016) osmotik strese toleransli Cerasus humulis fidelerinin yiiksek askorbat icerine sahip
oldugunu rapor etmistir. Osmotik stres kosullarinda yosun 6zii ile islem gormiis patates
bitkilerinde glutatyon, askorbat, karotenoidler, toplam fenol, flavanoidler ve tokoferollerde
onemli artiglarin oldugu ve savunma sistemlerini uyardigi tespit edilmistir (Abd El Baky vd.,
2016). Ayrica, yazlik bugdayda GSH biyosentezi ve GSH birikiminden ziyade GSH/GSSG
orani ne kadar yiiksekse redoks dongiisiiniin kapasitesi bitkilerin kurakliga dayaniklilig: i¢in

gerekli oldugu ileri stiriilmiistiir (Chen vd., 2004).

1.6. Cevresel Stres Sinyal Bilesikleri

Strese maruz kalan bitkilerde seviyeleri degisen bazi fitohormonlar stres cevabini
baglatarak sinyal rol oynayabilirler. Jasmonik asit (JA), salisilik asit (SA) ve etilen
hormonlari bitkilerde sinyal 6zelligi bilinen fitohormonlardir. Bu sinyal bilesikler bitkileri
hem zararli organizmalara hem de abiyotik streslere karsi korumaktadir (Creelman ve
Muller, 1997). Dokularda salisilik asit miktar1 arttik¢a bitkiler daha dayanikli hale
gelmektedir (Ryals vd., 1996). JA, SA ve etilen birbirleriyle etkilesebilmektedir. Bu
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etkilesim pozitif veya negatif olabilir. Arabidopsis thaliana sinyal bilesikler icin model
organizma olarak bilimsel ¢alismalarda kullanilmaktadir (Kunkel ve Brooks, 2002).

Diger taraftan, bir izoprenoid fitohormon olan absisik asitin (ABA) c¢esitli
organizmalarda cesitli biyolojik siirecleri dilizenleyen kritik bir araci sinyal oldugu
bildirilmistir (Kumar vd., 2019). ABA’nin kokler ve siirgiinler arasindaki uzun mesafeli stres
sinyali oldugu kaydedilmistir (Ko vd., 2017). Tiim bitki seviyesinde ABA’nin su ve tuzla
ilgili stres sirasinda kokler ve siirglinler arasindaki iletisim ve diger bazi bitki kaynakli
sinyallerle etkilesim i¢in potansiyel bir aday oldugu rapor edilmistir. ABA ayni zamanda
organlar arasi iletisimle ilgili diger bitki sinyalleri ile de etkilesime girebilmektedir
(Vishwakarma vd., 2017). Ayrica antioksidan enzim genlerinin ve enzimatik olmayan
savunma sistemi genlerinin ifade edilmesi de ABA sinyal uyarilma mekanizmasi ile aktive
edilmektedir (Jiang ve Zhang, 2002). ABA sinyal algilamanin yani sira karmasik diizenleyici
mekanizmalar, liretim, bozulma ve iletim igeren belirli tiirde eylemler gerceklestirmektedir
(Vishwakarma vd., 2017).

Coziinebilir sekerler, antioksidan maddeler, prolin ve poliaminler gibi ¢esitli
metabolitlerin de g¢evresel streslere toleransta sinyal bilesik olarak islev gordiigii rapor
edilmistir (Gupta, 2005; Lastdrager vd., 2014; Altuntas vd., 2019). Bitki biliylimesi igin
karbon ihtiyacini ve enerjiyi karsilamanin yani sira ¢oziiniir sekerler primer mesajci olarak
rol oynayabilirler ve stres toleransi ile ilgili genlerin transkripsiyonunu kontrol eden
sinyalleri diizenlerler (Lastdrager vd., 2014). Coziinebilir sekerler, osmotik diizenlemeyi
saglayarak cesitli streslere maruz kalan bitkilerde ROT’larin temizlenmesine yardimeci
olmaktadir (Murakeozy vd., 2003; Ahmad vd., 2008; Livingston vd., 2009; Van den Ende
ve Valluru 2009; Koyro vd., 2012). Sukroz su eksikligine adaptasyonda son derece dnemli
¢oziinebilir sekerlerden biridir (Williams, 1992; Housley ve Pollock, 1993; McKersie ve
Leshem, 1994). Stres durumunda proteinlerin stabilizasyonu, membran biitiinliigiiniin
korunmasi gibi gorevleri bulunmaktadir (Zhou ve Yu, 2010). Sukroz, prolin ve poliaminler
strese maruz kalan bitkilerin dokularinda biriken ve hiicresel osmolariteyi artiran uyumlu
¢oziinen maddelerdir. Bitkilerdeki bu uyumlu c¢oziinenler sinyal molekiil olarak islev
gorebilir ve hiicresel stres cevabini tetikleyebilirler (Altuntas vd., 2019).

Prolin birikimi osmotik strese karsi yaygin bir bitki tepkisidir. Stres durumunda
miktar1 en ¢ok artan aminoasitlerden biri olarak bilinmektedir (Ghaderi ve Siosemardeh,
2011). Serbest radikallerin temizlenmesinde, enzimlerin ve protein yapilarmin

korunmasinda prolin 6nemli rollere sahiptir (Szabados ve Savoure’, 2010; Islam vd., 2009;
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Anjum vd., 2011). Hiicrede redoks dengesinin saglanmasinda gorevli olan prolinin (Hare ve
Cress, 1997) proteinlerin yapisini stabilize eden molekiiler saperonlar olarak rol oynadigi ve
strese cevap genlerini regiile eden sinyal iletiminin bir eleman1 oldugu cesitli calismalarla
rapor edilmistir (Maggio vd., 2002; Szabados ve Savouré¢, 2010; Altuntas vd., 2019).
Gergekten prolin sadece bir osmolit degil abiyotik stres kosullarinda bir antioksidan ve
sinyal molekiildiir (Hayat vd., 2012).

Poliaminlerin karmagik sinyalizasyon sistemlerine dahil olduklar1 ve osmotik
toleransinin diizenlenmesinde anahtar bir role sahip olduklar1 bildirilmistir (Pal vd., 2015).
Bitkilerdeki birgok fizyolojik siirece etki eden biiyiime diizenleyicileri olan poliaminler
cevresel streslerde bitkinin kendini korumasina yardimci olmaktadir. Bitkilerde en bol
bulunan poliaminler bir diamin olan putresin, triamin spermidin ve tetramin spermindir
(Paschalidis ve Roubelakis-Angelakis, 2005; Alcazar vd., 2006; Tomosugi vd., 2006;
Kusano vd., 2007; Yang vd., 2008). Poliaminler tohumlarin ¢imlenmesi i¢in gereklidir (Dias
vd., 2009). Poliaminlerin osmotik strese toleransta 6nemli bir bilesik oldugu, ¢eltik bitkisine
disaridan poliamin uygulamasi yapildiginda fotosentez aktivitesi, su durumu ve osmotik
stres toleransinin arttig1 belirtilmistir (Yamaguchi vd., 2007).

Bitki hiicrelerinde abiyotik stres sinyali esnasinda ikinci haberci olarak gérev yapan
mineral elementlerden biri kalsiyumdur. Kalsiyum hiicre igerisindeki ¢esitli bilesiklerle
konusma sinyalinin énemli bir noktasinda bulunur. Spesifik Ca** salimmlari, stomalarin
kapanmasini baslatan sitosolik Ca**’daki salinimlarla stoma diizenlenmesi gibi sayisiz
fizyolojik siirecle iliskilendirilmistir. Kalsiyuma 6zel degisimler 6zel streslere, stres gelisim
oranina, daha once maruz kalinan stres kosullarima ve doku tipine baghdir. Kalsiyum
sinyalindeki 6zel bilesenler ve capraz etkilesim Ca®* sensor cesitliligi kadar Ca®*
salinimlarinin subseliilar lokalizasyonu, biiyiikliigii ve siiresine baglidir (Ahmad vd., 2010).

Lipid yapidaki sinyal molekiilleri de hiicredeki ¢esitli metabolik olaylar1 diizenlemek
icin ikincil uyaricilar olarak gorev yapabilirler. Fosfogliserolipidler ve sfingolipidler
bitkilerdeki plazma zarlarinin baslica lipid bilesenleridir. Bazi fosfolipazlar lipid yapida
sinyal 1iletim molekiilleri olusturmak icin fosfogliserolipidlerin 6zel baglarini
parcalayabilirler. Bitki hiicrelerinde fosfolipazlar tarafindan kataliz edilen reaksiyonlar
sonucunda meydana gelen diagilgliserol ve inositol 1,4,5 trifosfat cok sayida fizyolojik olay
icin kalsiyum akisinin diizenlenmesinde yer almaktadirlar. Yine bir fosfolipaz olan
fosfolipaz D aktivitesiyle fosfolipid molekiiliiniin fosfat bag kisminin ayrilmasi sonucunda

olusan fosfatidik asit ¢evresel streslere yanit olarak hizla artan bir sinyal molekiiltidiir. Bekgi
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hiicrelerindeki fosfatidik asitin stoma kapanmasini tesvik etmek i¢in ABA sinyalini ileten
proteinlerle etkilesebildigi belirlenmistir (Tiirkan, 2019).

Bitkilerde sinyal molekiil olarak islev gorebilen maddelerden biri de hidrojen
peroksit ve siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirleridir. Stres kosullarinda ilimli seviyede artan
ROT lar hiicresel stres cevabint tetikleyebilirler (Foyer ve Noctor, 2005; Altuntas vd., 2019).
Yiiksek ROT seviyeleri redoks dengesizligi ve oksidatif strese neden olurken, bitki
dokularina serbestce yayilabilen ve nispeten uzun 6miirlii H>O> sinyal iletiminde merkezi
bir oyuncu olarak hareket edebilir (Hossain vd., 2015). Ayrica sinyal role sahip olan hidrojen
peroksitin bitkilerde fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevaplari uyardig: sinyal yollar
arasindaki ¢apraz etkilesime aracilik ettigi kaydedilmistir (Neill vd., 2002).

Antioksidan 6zellige sahip bir¢ok madde bitkilerde stres sinyalinin iletimine aracilik
edebilmektedir. Yiiksek bitkilerdeki askorbat, glutatyon, tokoferol, prolin, betain ve benzeri
ana antioksidanlar biyomembranlarla ilgili boliimlerle etkilesime giren 6nemli redoks sinyal
bilesenleridir (Shao vd., 2008). Askorbat sitosolik kalsiyum yiikselmesini tetikleyebilir, bitki
dokusunda ROT/Ca?* sinyallerinin yayilmasina katkida bulunabilir ve bu nedenle askorbat
kalsiyum sinyallesmesine baglanabilir. Bitkilerde 6nemli bir antioksidan olan askorbatin bir
dizi fizyolojik fonksiyon icin yiiksek 6neme sahip hiicre dis1 bir sinyal ve diizenleyici
molekiil olarak hareket ettigi varsayilmaktadir (Makavitskaya vd., 2018). Bir anahtar redoks
sinyal bileseni olarak glutatyonun rolii olumsuz stres faktorlerine karsi g¢esitli savunma
mekanizmalarinin aktivasyonunda da kurulmustur. Bu sinyal yolunda GSH ROT’lar dahil
olmak iizere diger bilinen sinyal molekiilleri ile etkilesime girebilir (Ghanta ve
Chattopadhyay, 2011). Tokoferoller ¢esitli ROT ve lipid oksidasyon iirlinleri siipiiriir ve
sondiiriir, membranlar1 stabilize eder ve sinyal iletimini modiile eder. Bdylece hem
oksidanlar hem de antioksidanlar, tiyol durumu tarafindan modiile edilen redoks duyarlt
reseptorler tarafindan baslatilan kinaza bagimli ve bagimsiz yollar kullanarak, 6zellikle
savunma i¢in saglamlik acisindan daha yiiksek bitki sagligi hakkinda bilgi saglamak icin
sinyal rollerini yerine getirirler. Antioksidanlar bu fizyolojik olaylarda pasif bir izleyici
degil, daha ziyade yiiksek bitki hiicresi stres algis1 ve fizyolojik tepkiler arasinda dinamik

bir ara yiiz olusturan anahtar sinyal bilesenleri olarak islev goriirler (Shao vd., 2008).
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1.7. Alfa Lipoik Asit

a-lipoik asit ilk olarak Snell vd. (1937) tarafindan bazi1 bakterilerin biiylimesi i¢in
patates Oziinden elde edilen bir bilesige ihtiya¢c duyulmasi ile kesfedildi. Bununla birlikte,
“Patates biiylime faktoriiniin" izole edilmesi ve karakterize edilmesi 1951 yilina kadar
gerceklesmedi. Baslangicta, ALA bir vitamin olarak simiflandirildi ancak daha ileri
caligmalar, bitkilerin ve hayvanlarin bu bilesigi endojen olarak sentezleyebilecegini ortaya
¢ikardi (Zicker vd., 2002).

Iki kiikiirt atomuna sahip benzersiz bir kisa zincirli yag asidi olan ALA diger
antioksidan maddelerden farkli olarak hem indirgenmis (dihidrolipoik asit, DHLA) hem de
yiikseltgenmis formda (ALA) giiclii antioksidan 6zellige sahiptir (Navari-1zzo ve Quartacci,
2001; Sudesh vd., 2002). ALA, enerji liretimiyle ilgili ¢esitli mitokondriyal ¢oklu enzim
komplekslerinde kofaktdr olarak islev goren, hayvanlarin ve insanlarin viicudunda
sentezlenebilen dogal olarak olusan 1,2 dithiolan 3-pentanoik asit adiyla da bilinen bir
bilesiktir (Gurer vd., 1999). Dihidro lipoik asit yiikseltgenmis lipoik aside gore daha etkili
bir antioksidandir ve siiperoksit, hidroperoksil ve hidroksil radikalleri gibi ROT’lar1 direkt
olarak temizlemede rol oynar (Navari-Izzo vd., 2002). Bitkilerde solunum ve dolayl1 olarak
karbon fiksasyonu ve azot asimilasyonunda rol oynayan ALA’nin in vivo ve in vitro olarak
suda ¢oziinebilen en 6nemli antioksidan olan glutatyon seviyesini artirdigi belirlenmistir
(Podda vd., 1994; Sen vd., 1997; Taylor vd., 2004). ALA’nin kimyasal yapis1 Sekil 6’da

gosterilmistir.

g—g SH SH

{ALA) {DHLA)

Sekil 6. ALA'nin kimyasal yapis1 (Perricone vd., 1999).

ALA’nin  bu iki formu, yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlar1 ile birbirine

doniisebilmektedir. ALA bircok bitki ve hayvan dokularinin yani sira prokaryotik ve


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814603002796#BIB2
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Okaryotik mikroorganizmalarda da meydana gelir. ALA’nin biyosentez yolu net olmamakla
birlikte hayvanlarda mitokondride bitkilerde ise plastidlerde sentezlendigi ileri stirtilmiigtiir
(Yasuno ve Wada, 2002; Xiao vd., 2007). ALA gilinlimiizde bitki doku kiltlirii ve
Agrobacterium aracili bitki genetik donilistimii i¢in kiiltiir ortamina katki maddesi olarak,
eksplantlarin  kahverengilesme oranin1 azaltmak, Agrobacterium aracilt  genetik

transformasyon verimliligini gelistirmek i¢in kullanilmaktadir (Xiao vd., 2007).

1.8. Miusir (Zea mays L.) Kokeni, Tarihgesi ve Cografi Dagilim

Diinya genelinde bugday ve arpadan sonra en fazla tarimi yapilan bitkilerden biri
misirdir. Kokeninin Amerika kitast oldugu bilinmektedir. Misir {iretimi yapilan baslica
iilkeler ABD, Cin, Brezilya ve Arjantin’dir (FAOSTAT, 2014). Ulkemize Suriye ve Misir
yoluyla geldigine inanilmaktadir. Karadeniz ve Marmara Bolgeleri’nde iklim elverigli
oldugundan misir tarimi yapilmaktadir. Uriinden elde edilmesi beklenen verim bdlgeden

bolgeye cevresel faktorlere bagli olarak degismektedir.

1.8.1. Simiflandirilmasi

Misir (Zea mays L.) Poaceae (Bugdaygiller) familyasi, Zea cinsine ait tek yillik bir
bitkidir. C4 bitkisi olmasindan dolay1 fotosentez hizi1 da oldukca yiiksektir (Benson ve
Pearce, 1987; Brenner, 1991). Meyveleri genellikle sar1 veya kirmizi renklidir (Bennetzen

ve Hake, 2009). Misir bitkisinin sistematik siniflandirilmasi Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Misirin sistematik siiflandirilmasi

Alem: Plantae

Boliim: Angiospermae

Simif: Monocotyledonae

Takim: Poales

Aile: Poaceae

Altaile: Ponicoideae

Oymak: Andropogoneae

Cins: Zea
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Misir sicak ve iliman iklimlerde yetisen bir bitkidir. C4 bitkisi olmasi giines
enerjisinden en iyi sekilde faydalanmasini saglamaktadir. Antarktika hari¢ hemen hemen her
yerde yetistirilmektedir. Yaklasik olara 10 © C’de ¢imlenmeye baslamaktadir. 25 °© C
biliylimesi i¢in uygun bir sicakliktir, yiiksek sicaklik (38 © C) bitkinin hasar gérmesine neden
olmaktadir. Misir drenaji iyi yapilmis, pH degeri 6-7 olan verimli topraklarda yetigir.

Vejetatif gelisme siliresince toprak sartlarina bagl olarak sulama ya da hafif yagis ister

(Benson ve Pearce, 1987; Brenner, 1991; Elgi vd., 1994; Kiin, 1997; Kirtok, 1998).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Deney Materyali ve Hoagland Besin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada, deney materyali olarak misir (Zea mays L.) tohumlar kullanildi.

Tohumlar “Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii (Samsun)’ndan” temin edildi.

Hoagland stok besin ¢ozeltisinin (10X) hazirlanmasi i¢in Tablo 3’te belirtilen
kimyasallar kullanildi. Soliisyon A’y1 hazirlamak i¢in Tablo 4’de belirtilen kimyasal
maddeler belirtilen miktarlarda tartildiktan sonra saf su ile 100 ml’e tamamland1 ve soliisyon
+4 ° C’de muhafaza edildi. Soliisyon B i¢in 0,5 ml H2SO4 alinarak 100 ml’e tamamlandi ve

+4 ° C’de muhafaza edildi.

Tablo 3. Hoagland besin ¢ozeltisinde (10X) kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Elementler 1 litre icin gerekli miktar
1 M Ca(NO3)2.4H20 94 ¢

1 M MgSO4.7H20 52¢g

1 M KNO;s 0,6 g

1 M NH4H>PO4 I,L1g

Sol A 20 ml

Sol B 2 ml

Tablo 4. Hoagland besin ¢ozeltisinde (10X) kullanilan Solilisyon A igerigi

Elementler 100 ml i¢in gerekli miktar
H3BOs3 280 mg

MnS0O4.7H20 340 mg

CuS0O4.7H20 10 mg

ZnS04.7H20 22 mg

(NH4)sMO702.4H,0 10 mg
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Hoagland besin ¢ozeltisi (1X) hazirlanmasi i¢in Hoagland stok ¢ozeltisinden (10X)
100 ml alinarak iizerine saf su ile 5 ml Soliisyon C ilave edildi. Cozeltinin pH’s1 5,8’¢

ayarlanarak 1000 ml’ye saf su ile tamamlandi.

Tablo 5. Hoagland besin ¢ozeltisinde (1X) kullanilan Soliisyon C igerigi

Elementler 500 ml i¢in gerekli miktar
EDTA (Etilendiamin Tetra Asetik Asit) 336 ¢
FeSO4.7H20 279¢g

Tablo 5’te belirtilen kimyasal maddeler belirtilen miktarlarda tartildi ve siseye
yaklasik 400 ml saf su ilave edildi. Soliisyon 70 °© C’ye kadar 1sitild1. Coziindiikten sonra
sogumaya birakildi ve son hacim saf su ile 500 ml’e tamamlandi. Soliisyon +4 ° C’de

muhafaza edildi.

2.2. Bitkilerin Biiyiitiilmesi, Deney Dizaym ve ALA Uygulamasi

Misir tohumlar yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra, 3’er adet tohum vermikulit
igeren saksilara (5,5 cm x 6,0 x 6,0 cm) yerlestirildi. Saksilar, daha biiyiik plastik kaplar
(17,0 cm x 24,5 cm x 8,0 cm) i¢ine konuldu ve biiyiik saksilara 0,1X Hoagland besin ¢6zeltisi
(1500 ml) ilave edilerek tohumlara su ve besin temin edildi. Tohumlar ¢imlenene kadar 0,1X
Hoagland besin ¢ozeltisiyle sulandi. Tohumlar ¢imlenip fideler gériilmeye basladiginda 1X
Hoagland soliisyonu kullanilarak fideler biiytitiildii. Fideler 151k yogunlugu 400 pmol foton
m~2 s, sicaklik 25/22 ° C giindiiz/gece ve nem % 60+2 olacak sekilde kontrollii kosullardaki
bitki biiyiitme odasinda biiyiitiildii. 21 giinliik fideler 3 tam yaprakli agsamaya gelince 13
deney grubu olusturuldu. Bu deney gruplar1 asagida maddeler halinde yazilmis ve

aciklanmustir.

1. KONTROL
ALA

PEG
ALA+PEG
DMTU+ALA
DMTU+PEG

AN O T o
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7. DMTU+ALA+PEG
8. BSO+ALA

9. BSO+PEG

10. BSO+ALA+PEG
11. AF+ALA

12. AF+PEG

13. AF+ALA+PEG

Birinci gruptaki fideler deney siiresince Hoagland besin ¢ozeltisi igerisinde bekletildi

ve boylece “Kontrol” grubu olusturuldu.

Ikinci grubu olusturan “ALA” muamele grubundaki fideler, 12 uM ALA (Hoagland
besin cozeltisi igerisinde hazirlanmis) muamelesine 24 saat Sezgin vd. (2019)’e benzer

sekilde maruz birakild1 ve ardindan 7 giin Hoagland besin ¢ozeltisinde bekletildi.

Ugiincii gruptaki fideler ALA muamelesi yapilmaksizin Hoagland besin ¢ozeltisinde
tutuldu ve ardindan %10’luk polietilen glikolsooo (PEG) iceren -0.45 MPa’lik osmotik strese
kademeli olarak maruz birakildi ve “PEG” grubu olarak adlandirildi (Jacomini vd., 1987).
Kademeli PEG uygulamasi, % 3 PEG’de 3 giin, % 6 PEG’de 1 giin ve % 10 PEG’de 3 giin
olacak sekilde gerceklestirildi. Boylece fideler toplam 7 giin PEG’e maruz birakildi.

Dordiincii gruptaki fideler, 12 pM ALA muamelesine 24 saat, ardindan yukarida
belirtildigi sekilde kademeli olarak PEG’e 7 giin maruz birakildi. Boylece “ALA+PEG”

grubu olusturuldu.

ALA tarafindan antioksidan sistemin uyarilmasmin ROT’lar araciligiyla olup
olmadigini test etmek icin besinci, altinct ve yedinci gruptaki fideler H2O2 ve siiperoksit
temizleyicisi, 5 mM dimetiltiyoiire (DMTU) (Li vd., 2016; Xia vd., 2011) (Hoagland besin
¢oOzeltisi i¢erisinde hazirlanmis) ile 8 saat muamele edildi. ROT lar1 temizlemek i¢in DMTU
uygulamalarinin ardindan fideler 24 saat 12 uM ALA muamelesine maruz birakildi. Besinci
grubu olusturan fideler daha sonra Hoagland besin ¢ozeltisi i¢erisinde 7 giin bekletildi ve bu

uygulamalar “DMTU+ALA” olarak adlandirildi.

Altinct gruptaki fideler 5 mM DMTU ile 8 saat 6on muameleden sonra ALA

muamelesi yapilmaksizin 24 saat Hoagland besin ¢ozeltisi igerisinde bekletildi. Daha sonra
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kademeli PEG muamelesine 7 giin maruz birakildi. Bu uygulamalar “DMTU+PEG” olarak
adlandirild.

Yedinci gruptaki fideler 5 mM DMTU 6n muamelesinin ardindan 24 saat 12 pM
ALA muamelesine maruz birakildi. Daha sonra fidelere gittik¢e artan konsantrasyondaki
PEG, toplam 7 giin uygulandi. Bu muamele grubu “DMTU+ALA+PEG” olarak adlandirildu.
Boylece H>O» ve siiperoksit seviyeleri azaldiginda ALA’nin antioksidan sistemi uyarip

uyarmadigi belirlenmeye ¢alisildi.

ALA tarafindan antioksidan sistemin uyarilmasinin glutatyon araciligiyla olup
olmadigini test etmek i¢in, sekizinci, dokuzuncu ve onuncu gruptaki fideler, 1 mM biitiyonin
stilfoksiminin (BSO; GSH biyosentez inhibitorii) (Liu vd., 2018) ile 8 saat 6n muamele
edildi. BSO uygulamalarindan sonra fidelerin bir kism1 24 saat 12 uM ALA muamelesine
maruz birakildi. Sekizinci grubu olusturan fideler daha sonra 7 giin Hoagland besin ¢ozeltisi

icerisinde bekletildi ve bu uygulama “BSO+ALA” olarak adlandirildi.

Dokuzuncu gruptaki fideler | mM BSO ile 8 saat 6n muameleden sonra ALA
muamelesi yapilmaksizin Hoagland besin ¢ozeltisi igerisinde 24 saat bekletildi. Daha sonra
fideler kademeli PEG muamelesine 7 giin maruz birakildi. Bu uygulama “BSO+PEG” olarak
adlandirild.

Onuncu gruptaki fideler 1 mM BSO 6n muamelenin ardindan 24 saat 12 uM ALA ile
muamele edildi. Daha sonra fideler kademeli PEG muamelesine toplam 7 giin maruz
birakildi. Bu muamele grubu “BSO+ALA+PEG” olarak adlandirildi. Béylece ortamda GSH
miktar1 azaltildiginda ALA’nin antioksidan sistemi uyarip uyarmadigi belirlenmeye

calisildi.

ALA sinyalizasyonuna askorbatin karisip karigsmadigimi belirlemek i¢in ise on
birinci, on ikinci ve on liglincli gruptaki fidelere Hoagland besin ¢ozeltisi igerisinde
hazirlanmis askorbat biyosentez inhibitorii, 1 mM akriflavin (AF) (Liu vd., 2018; Jin vd.,
2019) 8 saat uygulandi. AF uygulamalarindan sonra fidelerin bir kism1 24 saat 12 pM ALA
muamelesine maruz birakildi. On birinci grubu olusturan bu fideler daha sonra Hoagland

besin soliisyonu igerisinde 7 giin bekletildi ve bu uygulama “AF+ALA” olarak adlandirildi.

On ikinci gruptaki fideler 1 mM AF ile 8 saat 6n muameleden sonra ALA muamelesi
yapilmaksizin Hoagland besin ¢ozeltisi igerisinde 24 saat bekletildi. Daha sonra kademeli

PEG muamelesine 7 giin maruz birakildi. Bu uygulamalar “AF+PEG” olarak adlandirildi.
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On iiglinct gruptaki fidelere 1 mM AF 6n muamelesinin ardindan 24 saat 12 uM ALA
uygulandi. Daha sonra fideler PEG’e kademeli olarak 7 giin maruz birakildi. Bu muamele
grubu  “AF+ALA+PEG” olarak adlandirildi. Boylece ortamda askorbat miktari

azaltildiginda ALA’nin antioksidan sistemi uyarip uyarmadigi belirlendi.

Uygulamalardan sonra hasat edilen fidelerde antioksidan enzim aktiviteleri,
antioksidan bilesikler ile H>O> ve siiperoksit icerikleri dl¢iildii. Her bir uygulama i¢in en az

dort saksi, dort tekrarli olacak sekilde diizenlendi.

2.3. ALA Uygulamasinin Reaktif Oksijen Tiirleri Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

2.3.1. Hidrojen Peroksit (H202) Seviyesinin Belirlenmesi

Hidrojen peroksit icerigi Velikova vd. (2000)’in gelistirdikleri metoda gore
belirlendi. Yapraklar (0,25 g), 0,1 g aktiflesmis komiir ile 3 ml %5 trikloroasetik asit
icerisinde 0 °© C’de ekstre edildi. Siipernatant’a (0,5 ml) ayn1 miktarda 10 mM potasyum
fosfat (pH 7,0) ve 0,75 ml 1 M Kl ilave edildi. Absorbans 390 nm’de 6l¢iildii ve H>Oz igerigi
umol g-1 taze agirlik olarak ifade edildi.

2.3.2. Siiperoksit Radikalinin Belirlenmesi

Stiperoksit olusumu spektofotometrik olarak Frahry ve Schopfer (2001)’e gore
gergeklestirildi. Bu metotta Tetrazolyum tuzu XTT nin NADPH ya da NADH tarafindan
indirgemesi 470 nm’de 25 dakika boyunca takip edilerek siiperoksit radikali belirlendi.

2.3.3. Alfa Lipoik Asit Tayini

Yapraklar (0,1 g) sivi azottan gecirildikten sonra 5 dakika homojenizatorde
parcalandi. Sonra her bir ependorfun i¢ine 1800 pl ekstraksiyon tamponu (% 70’lik etanol+
% 0,5’lik aktif karbon) eklendi ve 5 dakika daha homojenize edildi. Daha sonra 10 dakika
15 000 g’de santrifiij edildi. Stipernatanttan 125 pl alinarak tizerine 1,5 ml MBTH soliisyonu
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ve 2 ml FeCIs soliisyonu eklendi. 10 dakika bekledikten sonra karistm 10 ml’e saf su ile

tamamlandi. Absorbans 450 nm’de ol¢iildii.

2.4. ALA Uygulamasinin Antioksidan Bilesikler Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

2.4.1. Antioksidan Bilesiklerin Tayini

2.4.1.1. Glutatyon Tayini

Glutatyon igerigini belirlemek i¢in, 0,5 g yaprak tartilarak, 5 ml 1 mM EDTA igeren
%S5’lik metafosforik asit igerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt +4 °C’de 10 000 g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Glutatyon igerigi “Total Glutatyon Assay Kit” (Northwest Life Sci. Spec)
ile Tietze (1969)’a gore belirlendi. Glutatyon 250 mM K,HPO4/KH>POs4 (pH 7,5), 200 uM
NADPH, 600 uM DTNB, 25 pl ekstrakt ve 0,3 U GR igeren reaksiyon karigiminin
kullanilmasiyla 6l¢iildii. 412 nm’de absorbanstaki degisim 3 dakika boyunca gdzlendi.
Glutatyon igerigi 0-5 pM konsantrasyonlarda GSH standart grafigi iizerinden hesaplandi.

2.4.1.2. Askorbat Tayini

Askorbat icerigi Foyer vd. (1983)’e gore belirlendi. Bunun i¢in 0,1 g yaprak sivi
azotta parcalandi ve {lizerine 1 ml 2,5 M perklorik asit ilave edildi. Ekstre 2 © C de 10 000
g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant Na,COj3 ile nétralize edildi. Indirgenmis askorbat
265 nm’de 1 M NaH2PO4 tamponu, pH 5,6, 1 U askorbat oksidaz (AO) ile belirlendi. Toplam

askorbat ise 30 mM DTT varliginda inkiibasyon sonras1 l¢tildii.
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2.5. ALA Uygulamasinin Antioksidan Enzimler Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

2.5.1. Antioksidan Enzim Analizleri

Enzim ekstraksiyonu i¢in 0,5 g yaprak tartildi ve sivi azot igerisinde toz haline
getirildi. Daha sonra 5 ml ekstraksiyon tamponu (50 mM K;HPO4, I mM EDTA pH 7,0, %1
PVPP) igerisinde ekstrakte edildi. APX aktivitesi i¢in ekstraksiyon tamponuna ilave olarak
5 mM askorbik asit eklendi. Ekstrakt +4 °C’de 20 000 g’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde

edilen siipernatant enzim aktivitelerinin tayini i¢in kullanildu.

2.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

SOD aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) metoduna gore gerceklestirildi.
Aktivite tayini i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM metionin, 75
mM NBT ve 2 mM ribofilavin i¢eren karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. Ribofilavin
en son konuldu ve tiiplerin beyaz 151k kaynagi altina yerlestirilmesiyle reaksiyon baslatildi.
Isik kaynaginin 10 dakika sonra uzaklastirilmasiyla reaksiyon sonlandirildi ve olusan

reaksiyon {Uiriinii 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.
2.5.1.2. Katalaz Aktivitesi

CAT aktivitesi Aebi (1983)’e gore gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi (3 ml), 10,6
mM H>O; icermektedir. Reaksiyon 25 pl ekstraktin ilave edilmesi ile baslatildi.
Absorbansdaki azalis 240 nm’de ve 25 © C de 3 dakika boyunca gozlendi. CAT aktivitesi,

39,4 mM'cm! epsilon katsayisinin kullanilmastyla hesapland.
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2.5.1.3. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

APX aktivitesi Nakano ve Asada (1987)’a gore belirlendi. Reaksiyon karigimi 2,7 ml
50 mM fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 0,5 mM askorbat, 0,1 ml, 0,1 mM H>0O, ve
50 pul enzim ekstresi igermektedir. Absorbansdaki azalma 290 nm’de okundu ve aktivite 2,8

mM lcm! epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.5.1.4. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

GR aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976)’e gore belirlendi. Aktivite tayini i¢cin 200 ml
0,5 mM EDTA igerisinde hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 250 ul GSSG ve 500 pl
NADPH ihtiva eden karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. NADPH’1n oksidasyonu
340 nm’de 5 dakika boyunca azalmanin 6l¢iilmesiyle belirlendi. GR aktivitesi, NADPH i¢in

6,22 mM'cm! epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.5.1.5. Monodehidroaskorbat Rediiktaz Aktivitesi

MDHAR aktivitesi, Hossain vd. (1984)’nin tanimladigi gibi 0lgiildii. Enzim
aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 150 uM NADH, 500 uM ASC ve 100
ul enzim ekstraktr iceren 1 ml’lik reaksiyon karisimimin &lgiilmesiyle belirlendi. Olgiilen
degerler askorbat oksidazin (AO) yoklugunda elde edilen verilerden ¢ikarildi. MDHAR
aktivitesi, 340 nm’de NADH i¢in 6,22 mMcm™! epsilon katsayisinin kullanilmasiyla
hesaplandi.

2.5.1.6. Dehidroaskorbat Rediiktaz Aktivitesi

Bitki 6rneklerinden alinan 0,5 g numune, 50 mM Tris-HCI, (pH 7,4), 100 mM NaCl,
2 mM EDTA ve | mM MgCl: igeren ekstraksiyon tamponunda homojenize edildi. Ekstrakt
+4 °C’de 20 000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant enzim aktivitesinin
tayini i¢in kullanildi. DHAR aktivitesi, Hossain ve Asada (1984)’nin tanimladigi gibi
Ol¢iildi. Enzim aktivitesi, 50 mM KoHPO4/KH>PO4 (pH 6,5), 0,5 mM DHA, 1 mM GSH ve
100 pl enzim ekstrakti iceren 1 ml’lik reaksiyon karisiminin 6l¢iilmesiyle belirlendi. DHAR
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aktivitesi, 265 nm’de absorbansdaki artisa bagl olarak 6l¢iildii ve 7 mM'cm™! epsilon

katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.6. Protein Tayini

Protein tayini Bradford (1976)° a gore spektrofotometrik olarak yapildi. Bovin serum
albumin (BSA) standartlar1 hazirlanarak, Coomassie Brillant Blue G250 boyar maddesi ile
proteinlerin olusturdugu kompleks 595 nm’de 6l¢iildii. Protein konsantrasyonu mg cinsinden

hesaplanarak, enzim aktivitelerinin ifade edilmesinde kullanildi.

2.7. RNA izolasyonu

On ii¢c deney grubuna ait yaprak numunelerinden alinan 6rneklerden toplam RNA
izolasyonu ‘RNeasy Plant Mini Kit’ kullanilarak tiretici firmanin kullanim kilavuzundaki
yonergelere gore yapilmistir.

RNA izolasyonu basamaklar1 asagida maddeler halinde ifade edilmistir.

1. 0,1 gram yaprak ornekleri steril ependorf tiiplere alinip sivi azot ile calkalandiktan
sonra 2 dakika 5000 rpm’de homojenizatorde karigtirildi. Her bir ependorfa 450 pl
RLT karisimi eklendi ve 10 saniye vortekslendi.

2. Tiipler 56 ° C’de 1 dakika inkiibe edildi ve 20 000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

3. Tiplerdeki 450-550 ul’lik stipernatant kisim, temiz tiiplere aktarildi ve 250 pL. %
99’luk etanol ilave edilerek pipet yardimiyla karigim saglandi. Sonrasinda karisimlar,
saflagtirma kolonu takili toplama tiiplerine aktarildu.

4. Tipler 10 000 rpm’de 20 saniye santrifiij edildi.

5. Santrifiijden sonra toplama tiiplerindeki siiziintii dokiilerek saflagtirma kolonlar1
yeniden takildi.

6. Saflagtirma kolonlarina 700 ul RW 1 yikama tamponu ilave edildi, 10 000 rpm’de
15 saniye santrifiij edildi.

7. Santrifij sonunda saflastirma kolonlarinin takili oldugu toplama tiipleri atildi,
saflastirma kolonlar1 yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.

8. Saflastirma kolonlarma 500 ul RPE buffer ilave edildi, 10 000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edildi. Toplama tiiplerindeki siiziintii dokiiliip kolonlar tekrar takildi.
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9. Saflastirma kolonlarina tekrar 500 pul RPE eklendi, 10 000 rpm’de 2 dk santrifij
edilerek kolonlarin son yikamasi gergeklestirildi. Toplama tiipleri atildi.

10. Son basamakta RNA eldesi icin saflastirma kolonlar1 RNaz igermeyen 1.5 ml’lik
ependorflara yerlestirildi ve saflastirma kolon membranlarinin merkezine 50 pL
niikleaz icermeyen saf su eklenip 10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

11. Ornekler -80 ° C’de saklandi.

2.8. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

Izole edilmis olan RNA’larin, kalitesi ve miktarin1 belirlemek i¢in nanodrop (Thermo
Scientific Nanodrop 2000) cihazinda 260/280 nm dalga boyunda absorbans Ol¢limleri
gerceklestirildi. Bu 6l¢limiin temel amaci, bir sonraki basamak olan cDNA sentezinde esit
konsantrasyonlarda DNA elde etmektir. RNA Orneklerinden cDNA sentezi, ‘High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit> kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore
gerceklestirildi.

cDNA sentez basamaklar1 asagida maddeler halinde ifade edilmistir.

1. Steril tliplere nanodropta Olclilen RNA miktarlari ve son hacim 25 pL olacak sekilde
su eklendi.

2. Sonrasinda tiiplere sirasiyla; 4,2 pL. Nuclease free H>O, 2 uL. 10X RT Buffer, 0,8 uL
25X dNTP mix, 2 pLL 10X Random Primers, 1 pL. Multiscribe Reverse Transkriptaz
son hacim 10 pL olacak sekilde eklendi.

3. Toplamda tiiplere 50 pL hacim i¢in 25 pL. RNA+ su + 25 pL reaksiyon mix eklendi.

4. Yavasea karigtirilip kisa bir siire santrifiijlendi.

5. Ters transkripsiyon reaksiyonu, 1s1 dongii cihazinda 42 © C’de 140 dakikalik bir siirede
gergeklestirildi.

2.9. Real Time PCR Reaksiyonu

Real time PCR reaksiyonu i¢in 1 pL forward, 1 uL reverse ve 1 pL. cDNA 6rnegi 10
nL Ssofast Evrene mix ile karistirildi. Niikleaz-free su ile son konsantrasyon 20 pL’ye
tamamlanarak reaksiyon baslatildi. Kontrol primer (house-keeping gen) olarak aktin (ACT)
kullanildi. Real Time PCR islemi sonrasinda ACT, SOD, APX1 ve CATI genleri igin stres

uygulamasi yapilan yapraklardan alinan 6rneklerde polimeraz zincir reaksiyonu es zamanli
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olarak izlendi. Calismada kullanilan primer sekanslari, {iriin boyu ve Oligo ID numaralari

Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Real Time PCR reaksiyonunda kullanilan primer sekanslari, iiriin boyu

ve Oligo ID
. PCR
Gen Primer Sekans 5°-3’ iiriin Oligo ID
adi
boyu
Siiperoksit | ZmSOD_F | TTGTTGCAAATGCTGAGGGC | 20 210310B074G03
dismutaz ZmSOD_R | AGGCAAGGATGTAACAGCGT 210310B074H03
Katalaz ZmCAT_F | TGCTTTCTGCCCAGCGATTA 20 210310B074A04
ZmCAT_R | CACTTCTCACGACAGCCTGT 210310B074B04
Askorbat | ZmAPX _F | GCCTTCTTCAGCTCCCAAGT 20 210310B074C04
peroksidaz | ZmAPX R | TGCAAAAGACCACATGCAGC 210310B074D04
Aktin ZmACT_F | ACCAGTTGTTCGCCCACTAG | 20 5116A2772_1
ZmACR_R | GAAGATCACCCTGTGCTGCT 5116A2772_2

F: Forward/Ileri, R: Reverse/Geri)

2.10. istatistiki Analizler

Denemeler, tesadiif parseller deneme deseni planinda kurularak, 3 biyolojik
numuneden en az 4 tekrarli olarak sekilde gerceklestirildi. Muamelelere bagli olarak yapilan
orneklemeler ve ekstraksiyonlar sonucu elde edilen sayisal ve oransal degerler, Windows
tabanli, lisanshi bir paket program olan Statistic Package for Social Sciences (SPSS) ile

bilgisayar ortaminda ANOVA varyans analiz testleri ile degerlendirildi.



3. BULGULAR

Hoagland besin ¢o6zeltisinden olusan hidroponik ortamda biiyiitiilen misir fideleri
Sekil 7°de goriilmektedir. Ug¢ yaprakli asamaya kadar biiyiitiilerek, ROT temizleyicisi
DMTU, glutatyon biyosentez inhibitdrii BSO ve askorbat biyosentez inhibitorii AF 6n
uygulamasi ile ALA muamelesi yapilmis ve osmotik strese maruz birakilmis fidelerde
oksijen radikal temizleyicisi ve inhibitor muamelelerinden kaynakli belirgin bir morfolojik
farklilik gézlenmemistir. DMTU, BSO ve AF uygulamasi yapilan fideler Sekil 8’de

goriilmektedir.

Sekil 7. Hoagland besin ¢ozeltisi bilyiitiilen misir fideleri
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Sekil 8. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitor ve ALA uygulamasi yapilan
misir fideleri
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3.1. Reaktif Oksijen Tiirlerindeki Degisimler
3.1.1. Hidrojen Peroksit Seviyesi

Hidrojen peroksit i¢eriginin ALA uygulanan fidelerde kontrole gore arttig1 bulundu.
PEG fidelerindeki H>O; igeriginin ALA muamelesinden daha fazla oldugu gozlenirken,
ALA+PEG fidelerinde PEG’e gore bir azalis goriildii (Sekil 9).

Osmotik stresli ve stressiz kosullarda DMTU muameleleri H»O, igeriklerini
azaltirken BSO ve AF muameleleri H>O: igerigini inhibitor uygulamasi yapilmamais fidelere
gore arttirdl. DMTU+PEG fideleri ile karsilastirildiginda, DMTU+ALA+PEG fidelerinde
H>0:> igeriginin 6nemli Olclide azaldigr bulundu. BSO+PEG fideleri ile kiyaslandiginda,
BSO+ALA+PEG fidelerinde H>O; igeriginin daha az oldugu goriildii. Benzer sekilde,
osmotik stres kosullarinda ASC biyosentez inhibitorii AF ile birlikte ALA uygulanmis
fidelerde, AF+PEG fidelerine gére H>O> igeriginin daha diisiik oldugu bulundu (Sekil 9).
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Sekil 9. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitor ve ALA uygulamalarinin H>O» igerigi
lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Stitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar:
(P<0.05) gostermektedir.
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3.1.2. Siiperoksit Icerigi

ALA uygulanmis fidelerin siiperoksit iceriginin kontrole gore 6nemli derecede arttig1
tespit edildi. PEG uygulamasi yapilan fidelerin siiperoksit icerigi ALA muamelesine gore
artarken ALA+PEG fidelerinin siiperoksit igerigi PEG’e gore azaldi (Sekil 10).

DMTU uygulamalarinin siiperoksit igerigini hem stresli hem de stressiz kosullarda
oksijen radikal temizleyicisi ve inhibitdr uygulamasi yapilmamis fidelere gore azalttig
goriildi. DMTU+PEG fideleri ile karsilastirildiginda, DMTU+ALA+PEG fidelerinde
siiperoksit igeriginin azaldig1 tespit edildi. BSO+PEG fideleri ile karsilastirildiginda,
BSO+ALA+PEG fidelerinde siiperoksit iceriginin daha diisiik oldugu belirlendi. Ayrica,
AF+PEG ile kiyaslandiginda AF+ALA+PEG uygulanmis fidelerin siiperoksit iceriginin
daha az oldugu bulundu (Sekil 10).

150

< a §
%0 120 ; —I_;brc .
' d
il 5o F
3 90 e
: e
= f
— g
% 60 h
S ,
ke 1
230
-
8 ﬂ
(]
:U%O
DR S CHED T C R C RN A C RN C I DA C P G
IR MR S A GE B A S L
& FoO O SIS SN
VTS YEFE YT YN
Y DY X X
RPN O N3
N N

Sekil 10. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitor ve ALA uygulamalarinin siiperoksit
icerigi lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir
(n=4). Siitunlar iizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli
farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.1.3. Alfa Lipoik Asit Miktar:

ALA igeriginin ALA uygulanan fidelerde kontrole gore onemli Olgiide arttigt
belirlendi. Benzer sekilde, ALA+PEG fidelerinde PEG fidelerine gore daha fazla ALA
icerigi tespit edildi (Sekil 11). ROT temizleyicisi DMTU ile birlikte ALA uygulanmis
fidelerin i¢sel ALA igeriginin ALA fidelerine gore daha az oldugu goriildii. DMTU+PEG
fidelerinin ALA igeriginin PEG fidelerinden daha diisiik oldugu belirlendi. Benzer sekilde,
DMTU+ALA+PEG fidelerinin ALA igeriginin de ALA+PEG fidelerinden daha diisiik
oldugu gozlendi. Glutatyon inhibitérii BSO ile birlikte ALA uygulanmis fideler, ALA
fideleri ile kiyaslandiginda, igsel ALA igeriginin daha az oldugu bulundu. BSO+PEG
fidelerinin ALA igeriginin PEG fidelerine daha az oldugu belirlendi. BSO+ALA+PEG
fidelerinin ALA igeriginin de ALA+PEG fidelerinden daha diisiik oldugu tespit edildi.
Askorbat biyosentez inhibitorii AF ile birlikte ALA uygulanmis fideler, ALA fideleri ile
karsilagtirildiginda i¢sel ALA igeriginin azaldig1 goriildii. AF+PEG fidelerinin ALA igerigi
PEG’e gore azalirken, AF+ALA+PEG fidelerinin ALA igeriginin de ALA+PEG
fidelerinden daha az oldugu belirlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitdr ve ALA uygulamalarinin ALA igerigi
tizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Stitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklari
(P<0.05) gostermektedir.
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3.2. Antioksidan Bilesiklerdeki Degisimler

3.2.1. Glutatyon icerigi

ALA fidelerinin GSH igerigi kontrol fidelerine gore degismezken, ALA+PEG
fidelerinin GSH igerigi PEG fidelerine gore 6nemli derecede artt1 (Sekil 12).

DMTU+ALA, BSO+ALA ve AF+ALA muameleleri ALA fideleri ile
kiyaslandiginda GSH  igeriginin azaldigi  gorildi. DMTU+PEG fideleri ile
karsilastirildiginda, DMTU+ALA+PEG fidelerinde GSH igeriginin daha yiiksek oldugu
belirlendi. BSO+PEG fideleri ile kiyaslandiginda, BSO+ALA+PEG fidelerinde GSH
igceriginin 6nemli Olglide arttigi bulundu. Ayrica, AF+ALA+PEG uygulanmis fidelerde,
AF+PEG fidelerine gore glutatyon iceriginin daha yiiksek oldugu bulundu. Ek olarak
osmotik stres kosullarinda DMTU muamelesi (DMTU+PEG) ile ROT ve AF muamelesi ile
(AF+PEG) ASC inhibe edildiginde, GSH igeriginde inhibitor uygulanmamis gruba (PEG)
gore onemli bir degisim gozlenmezken, BSO+PEG fidelerinin GSH igerigi PEG fidelerine
gore azaldi (Sekil 12).
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Sekil 12. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitér ve ALA uygulamalariin glutatyon
icerigi lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir
(n=4). Siitunlar iizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli
farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.2.2. Askorbat Icerigi

ALA fidelerinin ASC igeriginde kontrole gore onemli bir degisim gozlenmedi.
ALA+PEG fidelerinin ASC igerigi ise PEG’e gore onemli derecede artt1 (Sekil 13).

Osmotik strese maruz birakilan fidelerde DMTU, BSO ve AF uygulamalarinin ASC
iceriklerini radikal temizleyicisi veya inhibitor uygulamasi yapilmamais fidelere (PEG) gore
azalttigr goriildii. ALA grubu fidelerle kiyaslandiginda DMTU+ALA ile BSO+ALA
fidelerinin ASC igeriginde dnemli bir de8isim gozlenmezken AF+ALA fidelerinde azalis
goriildii.

DMTU+PEG fidelerine gore DMTU+ALA+PEG fidelerinin, BSO+PEG fidelerine
gore BSO+ALA+PEG fidelerinin, AF+PEG fidelerine gore ise AF+ALA+PEG fidelerinin
ASC igeriklerinin daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 13).
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Sekil 13. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitdr ve ALA uygulamalariin askorbat icerigi
lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Stitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklart
(P<0.05) gostermektedir.
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3.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerindeki Degisimler
3.3.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

SOD aktivitesinin ALA uygulanan fidelerde kontrole gore arttig1 belirlendi. Osmotik
stres kosullarinda (PEG), SOD aktivitesi kontrole gore artarken, bu artisin ALA+PEG
fidelerinde daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 14).

Diger taraftan, osmotik stresli ve stressiz kosullarda H>O ve siiperoksit temizleyicisi
DMTU, glutatyon inhibitdrii BSO ve askorbat inhibitérii AF uygulamalarimin SOD
aktivitelerini radikal temizleyicisi veya inhibitdr uygulamasi yapilmamis fidelere gore
azalttigr goriildii. Ayrica, AF uygulamalarinda SOD aktivitesindeki azalislarin diger
inhibitdr uygulamalarmma gore daha fazla oldugu belirlendi. DMTU+PEG fideleri ile
karsilastirildiginda, DMTU+ALA+PEG fidelerinde enzim aktivitesinin 6nemli Olgiide
artt1ig1 bulundu. BSO+PEG fideleri ile kiyaslandiginda, BSO+ALA+PEG fidelerinde SOD
aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriildii. Benzer sekilde, osmotik stres kosullarinda ASC
biyosentez inhibitorii AF ile birlikte ALA uygulanmis fidelerde, AF+PEG fidelerine gore
SOD aktivitesinin daha fazla oldugu bulundu (Sekil 14).
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Sekil 14. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitor ve ALA uygulamalarinin SOD aktivitesi
tizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Stitunlar iizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar
(P<0.05) gostermektedir.
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3.3.2. Katalaz Aktivitesi

Osmotik stresli ve stressiz kosullarda ALA uygulamalarinin CAT aktivitesini
uygulama yapilmamis fidelere gore dnemli derecede artirdigr tespit edildi (Sekil 15).

DMTU, BSO ve AF uygulamalarinin CAT aktivitelerini radikal temizleyicisi veya
inhibitor uygulamasi yapilmamis fidelere gore azalttigi goriildi. DMTU+PEG fideleri ile
karsilastirildiginda, DMTU+ALA+PEG fidelerinde CAT aktivitesinin 6nemli dlgilide arttigt
bulundu. BSO+PEG fideleri ile karsilastirildiginda, BSO+ALA+PEG fidelerinde enzim
aktivitesinin daha yiliksek oldugu belirlendi. Ayrica, osmotik stres kosullarinda AF ile
birlikte ALA uygulanmis fidelerde, AF+PEG fidelerine gére CAT aktivitesinin daha fazla

oldugu bulundu (Sekil 15).
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Sekil 15. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitér ve ALA uygulamalarmin CAT
aktivitesi iizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmayi
gostermektedir (n=4). Siitunlar {izerindeki farkli harfler uygulamalar
arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.3.3. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

ALA uygulamasi yapilan fideler kontrole gore, ALA+PEG fideleri de PEG’e gore
kiyaslandiginda, APX aktivitesinde onemli artiglar gézlemlendi (Sekil 16).

DMTU, BSO ve AF uygulamalarinin APX aktivitelerini radikal temizleyicisi veya
inhibitor uygulamasi yapilmamis fidelere gore azalttigl goriildi. DMTU+PEG fideleri ile
karsilastirildiginda, DMTU+ALA+PEG fidelerinde APX aktivitesinin daha yiiksek oldugu
belirlendi. BSO+PEG fideleri ile kiyaslandiginda, BSO+ALA+PEG fidelerinde enzim
aktivitesinin énemli 6l¢iide arttig1 bulundu. Ayrica, AF+ALA+PEG uygulanmis fidelerde,
AF+PEG fidelerine gére APX aktivitesinin daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 16).
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Sekil 16. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitdr ve ALA uygulamalarinin APX aktivitesi
lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Stitunlar ~ lizerindeki  farkli  harfler uygulamalar arasindaki  Onemli
farklar1(P<0.05) gostermektedir.
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3.3.4. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

GR aktivitesinin ALA uygulanan fidelerde kontrole gore arttig1 belirlendi. Osmotik
stres kosullarinda (PEG), glutatyon rediiktaz aktivitesi kontrole gore artarken, bu artigin
ALA+PEQG fidelerinde daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 17).

DMTU, BSO ve AF uygulamalarinin GR aktivitelerini radikal temizleyicisi veya
inhibitér uygulamasi yapilmamis fidelere gore azalttigi goriildii. DMTU+PEG fideleri ile
kiyaslandiginda, DMTU+ALA+PEG fidelerinde enzim aktivitesinin arttig1 tespit edildi.
BSO+PEG fideleri ile kiyaslandiginda, BSO+ALA+PEG fidelerinde GR aktivitesinin daha
yiiksek oldugu goriildii. Benzer sekilde, osmotik stres kosullarinda AF ile birlikte ALA
uygulanmis fidelerde, AF+PEG fidelerine gére GR aktivitesinin 6nemli Ol¢lide arttigi
bulundu (Sekil 17).
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Sekil 17. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitor ve ALA uygulamalarimin GR aktivitesi
tizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Stitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklari
(P<0.05) gostermektedir.
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3.3.5. Monodehidroaskorbat Rediiktaz Aktivitesi

MDHAR aktivitesi ALA uygulamasi yapilan fidelerde kontrole gore istatistiki olarak
degismezken, ALA+PEG fideleri PEG fideleri ile kiyaslandiginda, MDHAR aktivitesinde
Oonemli artig gozlemlendi (Sekil 18).

DMTU, BSO ve AF uygulamalarinin MDHAR aktivitelerini radikal temizleyicisi
veya inhibitor uygulamasi yapilmamis fidelere gore azalttigi goriildi. DMTU+PEG fideleri
ile kiyaslandiginda, DMTU+ALA+PEG fidelerinde MDHAR aktivitesinin arttig1 bulundu.
BSO+PEG fideleri ile kiyaslandiginda, ALA+BSO+PEG fidelerinde enzim aktivitesinin
daha yiiksek oldugu belirlendi. AF+ALA+PEG uygulanmis fidelerde, AF+PEG fidelerine
gore MDHAR aktivitesinin daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 18).
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Sekil 18. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitér ve ALA uygulamalarinin MDHAR
aktivitesi iizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir
(n=4). Siitunlar {izerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklari

(P<0.05) gostermektedir.
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3.3.6. Dehidroaskorbat Rediiktaz Aktivitesi

DHAR aktivitesi ALA wuygulanan fidelerde kontrole gore istatistiki olarak
degismezken, PEG fidelerinde artan DHAR aktivitesinin ALA+PEG fidelerinde daha fazla
oldugu tespit edildi (Sekil 19).

Osmotik strese maruz birakilan fidelere H>O2 ve siiperoksit temizleyicisi DMTU,
glutatyon inhibitorii BSO ve askorbat inhibitorii AF uygulamalarinin DHAR aktivitelerini
radikal temizleyicisi veya inhibitor uygulamasi yapilmamis fidelere gore azalttig1 goriildii.
ALA grubu fidelerle kiyaslandiginda DMTU+ALA ile BSO+ALA fidelerinde 6nemli bir
degisim gozlenmedi. Diger taraftan, DMTU+PEG fideleri ile karsilastirildiginda,
DMTU+ALA+PEG fidelerinde enzim aktivitesinin arttig1 tespit edildi. BSO+PEG fideleri
ile karsilastirildiginda, BSO+ALA+PEG fidelerinde DHAR aktivitesinin daha yiiksek
oldugu belirlendi. AF+ALA+PEG fidelerindeki DHAR aktivitesinin AF+PEG fidelerine
gore daha fazla oldugu bulundu (Sekil 19).
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Sekil 19. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitdr ve ALA uygulamalarinin DHAR aktivitesi
tizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Stitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar
(P<0.05) gostermektedir.
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3.4. Antioksidan Gen Ifadelerindeki Degisimler
3.4.1. SOD Gen Ifadesi

Misir yapraklarindaki antioksidan sistemle ilgili enzimleri kodlayan genlerin ifade
diizeylerinde meydana gelen degisim, house-keeping gen olan aktin geninin ifade
seviyesinde meydana gelen degisime gore goreceli olarak tespit edildi.

Osmotik stres kosullarinda artan SOD gen ifadesinin ALA muamelesi ile daha da
arttig1 goriildii. DMTU, AF ve BSO uygulamalarinin hem stresli hem de stressiz kosullarda
radikal temizleyicisi veya inhibitdr uygulamasi yapilmamais fidelere gore SOD gen ifadesini
azalttigr belirlendi. DMTU+PEG fideleri ile karsilastirildiginda DMTU+ALA+PEG
fidelerinde SOD gen ifade seviyesinin daha fazla oldugu bulundu. Benzer sekilde,
BSO+PEG fideleri ile kiyaslandiginda BSO+ALA+PEG fidelerinin SOD gen ifadesinin
daha yiiksek oldugu belirlendi. AF+PEG’e gore AF+ALA+PEG fidelerinin gen ifade

seviyesinde onemli bir degisim gézlenmedi (Sekil 20).
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Sekil 20. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitér ve ALA uygulamalarinin SOD gen
ifadesinin nispi seviyesi lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1
gostermektedir (n=4). Siitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki
onemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.4.2. APXI Gen ifadesi

APXI gen ifadesi nispi seviyesine bakildiginda, ALA uygulamasi yapilan fideler
kontrole gore, ALA+PEG fideleri de PEG’e gore kiyaslandiginda 6nemli artislar belirlendi
(Sekil 21).

Stresli ve stressiz kosullarda DMTU, AF ve BSO uygulamalarinin radikal
temizleyicisi veya inhibitor uygulamasi yapilmamis fidelere gére APX/ gen ifadesinin nispi
seviyesini  azalttigi  gorildi. DMTU+PEG  fideleri ile  karsilastirildiginda,
DMTU+ALA+PEG fidelerinde APX! gen ifadesi seviyesinin daha fazla oldugu belirlendi.
BSO+PEG fideleri ile kiyaslandiginda, BSO+ALA+PEG fidelerinde gen ifadesi seviyesinin
onemli olgiide arttigi bulundu. AF+PEG fidelerine gore AF+ALA+PEG uygulanmisg
fidelerde APX1 gen ifadesinin daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 21).
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Sekil 21. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitor ve ALA uygulamalarinin APX/ gen
ifadesinin nispi seviyesi lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1
gostermektedir (n=4). Siitunlar {zerindeki farkli harfler uygulamalar
arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.4.3. CATI Gen ifadesi

Osmotik stresli ve stressiz kosullarda ALA uygulamalarmin CATI gen ifadesinin
nispi seviyesini uygulama yapilmamis fidelere gore artirdigi belirlendi (Sekil 22).

Stresli ve stressiz kosullarda, DMTU, AF ve BSO uygulamalarinin CATI gen
ifadesinin nispi seviyesini radikal temizleyicisi veya inhibitér uygulamasi yapilmamis
fidelere gore azaltigi gorildi. DMTU+PEG fideleri ile karsilastirildiginda,
DMTU+ALA+PEG fidelerinde gen ifadesi nispi seviyesinin azaldigi bulundu. BSO+PEG
fideleri ile karsilastirildiginda, BSO+ALA+PEG fidelerinde gen ifadesinin daha diisiik
oldugu belirlendi. Aksine, osmotik stres kosullarinda AF ile birlikte ALA uygulanmis
fidelerde, AF+PEG fidelerine gore CATI gen ifadesi seviyesinin daha fazla oldugu bulundu
(Sekil 22).
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Sekil 22. Oksijen radikal temizleyicisi, inhibitor ve ALA uygulamalarinin CATI gen
ifadesinin nispi seviyesi lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart
sapmay1 gostermektedir (n=4). Siitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar
arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.



4. TARTISMA

Bitkilerin osmotik strese cevabinda antioksidan bir bilesik olan ALA sinyalizasyonu
ile ROT ve antioksidan bilesikler (ASC ve GSH) arasindaki etkilesimin belirlenmesi ve bu
etkilesimin antioksidan sistemin bilesenleri iizerine etkisinin ortaya konulmasi amaciyla
osmotik stres kosullarindaki misir fidelerine distan ALA ile birlikte ROT temizleyicisi, GSH
ve ASC inhibitdrleri uygulanmistir. Mevcut ¢alismada, ALA nin sinyal rol oynayan ROT’lar
ile etkileserek ya da ASC ve GSH gibi yine sinyal 6zellige sahip antioksidan bilesikler
aracilifiyla antioksidan sistemi uyarabilecegi ve boylece ASC-GSH dongiisiine dahil
olabilecegi hipotez olarak diisliniilmektedir. Hipotezi test etmek i¢cin, DMTU, BSO ve AF
uygulamalariyla sirastyla ROT, GSH ve ASC seviyeleri azaltilmis ve distan ALA
uygulanarak osmotik strese maruz birakilan fidelerde antioksidan sistemin bilesenlerindeki
(ROT seviyeleri, ALA igerigi, ASC ve GSH miktarlari, baz1 antioksidan enzim aktiviteleri
ve gen ifadeleri) degisimler belirlenmistir.

Calismamizda antioksidan sistemin bilesenleri olarak oncelikle ROT (H20: ve
stiperoksit) seviyelerindeki degisimler tespit edilmistir. Stressiz kosullarda ALA
uygulamasinin reaktif oksijen tiirlerinden olan H2O- ve siiperoksit igeriklerini artirdigi, strese
maruz birakilan fidelerde ise ALA muamelesinin ROT seviyesini azalttig1 belirlenmistir.
Stres kosullarinda ALA muamelesiyle ROT seviyesindeki azalma muhtemelen ALA’nin
antioksidan 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Strese maruz kalan bitkilerde ALA nin serbest
radikalleri dogrudan temizleyerek ve antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak bitkileri
osmotik stresten koruyabilecegi ileri siirtilmiistiir. Gércek ve Erdal (2015) distan uygulanan
ALA’nin H20> ve siiperoksit igerigini dnemli dlclide azalttigini ve ALA’nin tuz stresli
bugday fidelerinde oksidatif hasara ve metabolik bozulmalara kars1 katki sagladigimi
bildirmiglerdir. Benzer sekilde, ALA'nin antioksidan 6zelligi sayesinde maya hiicrelerinde
oksidanlara (6zellikle H202’e) kars1 koruyucu ve antimutajenik etkilere sahip olabilecegi
gosterilmistir (Della Croce vd., 2003). Diger taraftan, son yillarda yapilan bir caligmada,
ALA'nin abiyotik stres kosullarinda antioksidan sistemi indiikleyen potansiyel bir sinyal
molekiilii olabilecegi bildirilmistir (Terzi vd., 2018). Stressiz kosullarda ALA muamelesiyle
ROT seviyesindeki artig ALA’nin etkinliginin ROT sinyalizasyonu ile ger¢eklesebilecegini
diistindiirmektedir. Misir fidelerine DMTU uygulamas: yapildiginda H2O2 ve siiperoksit

seviyelerinin azaldig1 gézlemlenmistir. BSO ve AF muameleleri ile sirastyla glutatyon ve
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askorbat seviyelerindeki azaliglarin ROT seviyelerinde artiglara neden oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, osmotik stres kosullarinda radikal temizleyicisi (DMTU) veya inhibitor
(BSO veya AF) maddelerle birlikte ALA uygulandiginda H>O» ve siiperoksit seviyelerinin
ALA uygulanmamis fidelere gore azaldigi tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgular,
ALA’nin stressiz kosullarda ROT sinyalizasyonunu uyarabilecegine, strese maruz kalan
bitkilerde ise ROT’larin temizlenmesine karisabilecegine isaret etmektedir.

Calismamizda antioksidan maddelerden biri olan alfa lipoik asit icerigindeki degisim
belirlenerek distan uygulanan ALA’nin i¢csel ALA seviyesini nasil etkiledigi saptanmustir.
Ayrica, ALA sinyalizasyonunda ROT’lar ya da GSH ve ASC arasindaki etkilesimlerin
aciklanmasina yonelik olarak ALA igerigindeki degisimler belirlenmis ve osmotik stres
kosullarinda kontrole gére ROT seviyesi artarken ALA igeriginin de arttig1 bulunmustur.
S6z konusu artiy ROT’larin ALA sentezini uyarabilecegine isaret etmektedir. DMTU
muameleleri ile ROT seviyeleri azaltildiginda ALA igeriginin de azaldigi belirlenmistir.
ROT ve ALA igerigindeki degisimler tizerine elde edilen bulgular, ALA’nin ROT
sinyalizasyonunu harekete gecirerek antioksidan sistemi uyarabilecegi hipotezini
desteklemektedir. Ek olarak, ¢alismamizda GSH ve ASC inhibitorleri uygulandiginda ALA
iceriklerinin daha az oldugunun gézlenmesi, ALA’nin GSH ve ASC sinyalizasyonuna dahil
olabilecegi ve boylece antioksidan sistemi uyarabilecegi hipotezini desteklemektedir.

Bitkiler antioksidan enzimlerin yani sira antioksidan aktiviteye sahip bir¢ok diisiik
molekiil agirlikli bilesik bakimindan da zengindir. ASC ve GSH, peroksidazlarin H20: ile
hizla reaksiyona girmelerini sagladigt ve oksitlenmis formlar1 yiliksek kapasiteli
indirgemelerle yeniden iiretildigi i¢in bitkilerde bulunan antioksidan molekiiller arasinda
kilit aktorlerdir. Bu ozellikler ASC ve GSH’1 diger antioksidanlardan ayirir, cilinkii
tekrarlanan redoks donglisiiniin ve genel hiicre redoks durumunun etkili bir sekilde
diizenlemesini saglarlar (Soares vd., 2019). GSH homeostazi, hiicreleri oksidatif strese kars1
korumada merkezi bir rol oynar. Bu nedenle ALA’nin antioksidan sistemi uyarmada
hiicredeki GSH ile nasil bir etkilesiminin oldugunun anlasilmasi énemlidir. ALA'nin GSH
sentezinde gorev alan genlerin bir transkripsiyonel indiikleyicisi olarak hareket ederek ve
potansiyel olarak substrat kullanilabilirligini artirarak hiicresel GSH seviyelerini artirdigi
bildirilmistir (Podda vd., 1994; Sen vd., 1997). Aym1 zamanda ALA’nin, glutatyon
sentezinde hiz smirlayict enzim olan y-glutamilsistein ligazin (y-GCL) ifadesini yukari
diizenleyerek ve glutatyon sentezi i¢in gerekli amino asit olan sisteinin hiicresel alimin

artirarak glutatyon sentezini artirabilecegi rapor edilmistir (Suh vd., 2004). Mevcut



56

calismada, osmotik stres kosullarinda GSH seviyesinin arttigi, bu artisin ALA
uygulamasindan sonra daha fazla oldugu belirlenmistir. ALA’nin GSH igerigini artirarak
GR ve DHAR aktivitelerini uyarabildigi ifade edilebilir. Nitekim osmotik stres
kosullarindaki bitkilerde GSH konsantrasyonunun arttig1 ve bu artisin ASC-GSH yolundaki
enzim aktivitelerindeki degisimle iligkili oldugu rapor edilmistir (Kadioglu vd. 2011).
Bulgularimiza benzer sekilde Packer ve Cadenas (2011) E ve C vitaminleri gibi diger
antioksidanlar1 yeniden olusturabilen ALA’nin, hiicre i¢ci GSH seviyelerini artirma ve
proteinlerin ve transkripsiyon faktorlerinin redoks diizenlemesini saglama kabiliyeti
nedeniyle antioksidan aginin kritik bir bileseni olabilecegini ileri stirmiistiir. Gorcek ve Erdal
(2015) tuz stresine maruz kalan bugday fidelerinde toplam GSH ile okside form GSSG
igeriklerinin arttigini, indirgenmis form GSH’1n azaldigin1 bildirmiglerdir. Bununla birlikte
ALA uygulamasinin hem toplam GSH hem de indirgenmis GSH igerigini artirdigini, okside
form GSSG igerigini ise azalttigini rapor etmislerdir. Boylece ALA nin hem GR aktivitesini
artirarak hem de kendi redoks potansiyeli sayesinde GSH'yi yeniden olusturdugunu ve
boylece hiicresel redoks durumunun korunmasma ve enzimatik olmayan antioksidan
savunma sisteminin iyilestirilmesine katkida bulundugunu ileri siirmiislerdir. Mevcut
calismada, osmotik stres kosullarinda DMTU, BSO ve AF muameleleri ile ROT, GSH ve
ASC miktar1 azaltildiginda, ALA muamelelerinin GSH igeriklerini 6nemli dl¢iide artirdigi
goriilmistiir. Stres kosullarinda radikal temizleyicisi veya inhibitorler araciligiyla sirasiyla
ROT, GSH ve ASC seviyesi azaltildiginda ALA’nin GSH seviyesini artirmast ALA’nin
ROT ya da GSH ve ASC ile etkileserek antioksidan sistemi uyarabilecegi hipotezini
dogrulamaktadir. Diger taraftan, Yan vd., (2018) tuz stresli domates fidelerine GSH
uygulamasinin kloroplastta hiicresel redoks durumunun korunmasina ve ¢oziniir siilthidril
gruplarin1 ve membran proteinlerini indirgeyerek stres hasarlarinin hafifletilmesine katki
sagladigin1 rapor etmislerdir. Boylece ALA’nin antioksidan sistemin bilesenlerini
etkileyerek su kaybi hasarlarini azaltabilecegi de ifade edilebilir.

Bitkileri streslerden koruyan antioksidan kapasiteyi siirdiirmek i¢in yiiksek diizeyde
icsel ASC seviyesine gereksinim duyulmaktadir (Zhou vd., 2009). Calismamizda osmotik
stresin etkisiyle misir fidelerinde ALA igerigi artarken ASC igeriginin de arttigi, ALA
uygulamasiyla ASC igeriginin daha fazla artti§1 kaydedilmistir. ASC igerigindeki artis, APX
etkinliginin korunmasinda 6nemli bir rol oynayabilir. Strese maruz kalan bitkilerde ALA
icerigindeki degisimler iizerine yapilan sinirli ¢aligmalardan birinde bulgularimizin aksine,

tuz stresi ve yliksek CO> konsantrasyonuna maruz birakilan bugday fidelerinde ALA igerigi
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artarken ASC igeriginin azaldig1 ve oksidatif stres etkilerinin hafifledigi ileri siirtilmistiir
(Pérez-Lopez vd., 2010). Bitkilerde ALA muamelesinin ASC seviyesine etkisi iizerine de
oldukea sinirli sayida ¢alisma bildirilmistir. Ornegin, tuz stresine maruz birakilan bugday
fidelerinde ALA uygulamasinin toplam ASC ve indirgemis ASC seviyelerinde artisa, okside
form DHA seviyesinde azalisa neden oldugu belirlenmistir (Gorcek ve Erdal 2015). Turk
vd. (2018) kursun toksisitesi altindaki bugday koklerinde ASC ve ASC/DHA oraninin
azaldigini, ALA uygulamasiyla bu degisimin tersine dondiigiinii, ASC ve ASC/DHA’da
belirgin bir artisin oldugunu kaydetmislerdir. Mevcut ¢calismada osmotik strese maruz kalan
fidelerde, ROT, ASC ve GSH seviyeleri azaltildiginda ASC igeriginin radikal temizleyicisi
veya inhibitor uygulanmayan fidelere kiyasla daha az oldugu bulunmustur. Ek olarak, stres
kosullarinda radikal temizleyicisi veya inhibitér maddelerle birlikte ALA muamelesinin
ALA uygulanmamis fidelere gore ASC igerigini artirmasi ALAnin ROT ya da ASC ve GSH
gibi sinyal molekiiller aracilifiyla antioksidan enzim aktivitelerini ve gen ifadelerini
uyarabilecegi fikrini desteklemektedir. ALA’nin ASC’nin rejenerasyonunu hizlandirdigin
ve diger antioksidan bilesiklerle redoks etkilesimi sayesinde ROT detoksifikasyonunu aktive
edebildigi de diistintilebilir.

Bitkiler, ROT iiretimini sinirlayan ve onlari hiicresel ortamdan uzaklagtiran karmagsik
antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. ROT detoksifikasyonunda kritik rol
oynayan enzimatik antioksidanlarin oksidatif stresle miicadele etmek ve hiicresel
homeostazt korumak ic¢in aktivitelerini arttig1 gozlenmistir (Blokhina vd., 2003;
Almeselmani vd., 2006). Mevcut ¢alismada osmotik stres kosullarinda ASC-GSH dongiisii
enzimleri APX, GR, DHAR ve MDHAR aktiviteleri ile SOD ve CAT enzim aktivitelerinin
arttig1, ALA uygulamasiyla bu artiglarin daha fazla oldugu bulundu. ALA uygulanan misir
fidelerinde yiiksek antioksidan enzim aktiviteleri igsel ROT seviyesindeki azalislarla
uyumludur. Bu da, distan uygulanan ALA’nin antioksidan enzim aktivitelerini uyararak
ROT’lar1 temizledigini gostermektedir. Distan uygulanan ALA’nin antioksidan enzim
aktiviteleri {izerine etkisinin arastirildi1 smirl sayida caligmaya rastlanmistir. Ornegin,
Gorcek ve Erdal (2015) tuz stresine maruz birakilan bugday fidelerinde ALA’nin
antioksidan sistemi uyararak oksidatif hasar1 hafiflettigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde,
Terzi vd., (2018) osmotik stres kosullarindaki misir fidelerine uygulanan ALA’nin
antioksidan enzim aktivitelerini uyararak H>O: igerigini azalttigin1 bildirmislerdir. ALA nin
antioksidan enzim aktivitesini uyardigmi gosteren kayitlarin aksine, Turk vd. (2018)

yaptiklar ¢alismada bugday koklerine uygulanan ALA’nin antioksidan enzimleri uyarmak
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yerine kendi radikal temizleme 6zelliklerini kullanarak veya diger antioksidan bilesiklerle
redoks etkilesimi sayesinde kursun toksisitesine toleransin gelistigini kaydetmislerdir.

Calismamizda bazi antioksidan genlerin (SOD, APX1 ve CAT]) ifade seviyelerindeki
degisimler de belirlenmistir. Antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimlere
paralel olarak SODI ve APXI enzimlerini kodlayan genlerin nispi ifade seviyelerinde de
benzer degisimlerin oldugu bulunmustur. CAT gen ifadesi bulgular ise stres kosullarinda
oksijen radikal temizleyicisi veya inhibitor muameleri ile ROT ve GSH seviyeleri
azaltildiginda ALA’nin CATI gen ifadesinin nispi seviyesini azalttigi, ASC seviyesi
azaltildiginda ise CAT1 gen ifadesinin nispi seviyesini artirdigini gostermistir. Bulgularimiz
osmotik stres altinda radikal temizleyicisi veya inhibitorler araciligiyla ROT, GSH ve ASC
seviyelerinin azaltilmasiyla antioksidan enzim aktivitelerinin ve antioksidan enzimleri
kodlayan genlerin ifadeleri dahil olmak iizere misir fidelerinde savunma cevaplarinin 6nemli
o6l¢iide inhibe edildigini gostermistir.

Sonug olarak, mevcut ¢calismada ALA’nin sinyal agini aydinlatmak icin radikal
temizleyicisi veya inhibitor maddeler kullanilarak elde edilen bulgular, ALA’nin
muhtemelen ROT seviyesi azaltildiginda ASC ve GSH araciligiyla SOD, CAT ve ASC-GSH
dongiisii enzimlerini uyarabilecegine isaret etmektedir. ASC ve GSH seviyeleri
azaltildiginda ise ALA uygulamasi ile tiim enzim aktiviteleri ve antioksidan sistem
bilesenlerinde ALA uygulanmamis gruplara gore gozlenen artts ALA’min ROT
sinyalizasyonuyla antioksidan sistemi uyarabilecegi fikrini desteklemektedir. ALA’nin
osmotik strese karsi toleransi artirmak i¢in ROT sinyali ve GSH ve ASC gibi diger sinyal
bilesikler ile etkileserek antioksidan enzim aktiviteleri, antioksidan gen ifadelerinin
seviyeleri ve antioksidan maddeleri uyardigini ve boylece ASC-GSH dongiisiine dahil olarak

savunma mekanizmasinin bir pargast oldugunu ortaya koymaktadir.



5. SONUCLAR

Stressiz kosullarda ALA muamelesinin ROT (H20: ve siiperoksit) i¢erigini artirdigi,
osmotik stres kosullarinda ise ALA’nin ROT igerigini azalttigi belirlendi. Oksijen
radikal temizleyicisi DMTU uygulamalar1 ile azalan ROT igeriginin ALA
uygulamasiyla daha fazla azaldigi tespit edildi. Stres kosullarinda GSH biyosentez
inhibitorii BSO ve ASC biyosentez inhibitorii AF araciligiyla sirasiyla GSH ve ASC
seviyeleri azaldiginda ise artan ROT igeriginin ALA muamelesiyle azaldig1 saptandi.
Stressiz ve stresli kosullarda ALA muamelesinin i¢sel ALA igerigini artirdig
goriildli. Ayrica, strese maruz kalan fidelerde radikal temizleyicisi veya inhibitor
uygulamalar1 ile sirastyla ROT, GSH ve ASC seviyeleri azaltildiginda ALA
iceriginin azaldig1 ancak distan ALA uygulamasinin i¢sel ALA igerigini artirdigi
bulundu.

. Osmotik stres kosullarinda ALA muamelesinin GSH igerigini artirdigi, radikal
temizleyicisi veya inhibitdr uygulamalart ile sirasiyla ROT, GSH ve ASC miktarlari
azaltildiginda ALA muamelelerinin GSH seviyesini artirdig1, stressiz kosullarda ise
GSH seviyesini azalttig1 belirlendi.

. Osmotik stres kosullarinda ALA muamelesinin ASC igerigini artirdigi, radikal
temizleyicisi veya inhibitor uygulamalari ile sirastyla ROT, GSH ve ASC miktarlar
azaltildiginda, ASC igeriginin azaldig1 ancak distan ALA uygulandiginda ASC
iceriginin arttig1 bulundu.

. Osmotik stres kosullarinda, ALA muamelesinin SOD, CAT, APX, GR, MDHAR ve
DHAR enzim aktivitelerini artirdig1 saptandi.

. Osmotik stres kosullarinda, radikal temizleyicisi veya inhibitér uygulamalar ile
ROT, GSH ve ASC seviyeleri azaltildiginda, SOD, CAT, APX, GR, MDHAR ve
DHAR enzim aktivitelerinin azaldig1, radikal temizleyicisi veya inhibitér maddelerle
birlikte ALA muamelesinin ise enzim aktivitelerini artirdig1 goriildii.

. Osmotik stres kosullarinda ALA muamelesinin SOD, CATI ve APXI gen
ifadelerinin nispi seviyelerini artirdig1 saptandi.

. Osmotik stres kosullarinda radikal temizleyicisi veya inhibitér uygulamalar: ile
ROT, GSH ve ASC seviyeleri azaltildiginda, SOD ve APXI gen ifadelerinin nispi
seviyelerinin azaldigi, radikal temizleyicisi veya inhibitor maddelerle birlikte ALA

muamelesinin ise SOD ve APX1 gen ifadelerinin nispi seviyelerini artirdigi bulundu.
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9. Osmotik stres kosullarinda radikal temizleyicisi veya inhibitor uygulamalari ile gen
ifadelerinin nispi seviyesinin azaldig1 goriildii. Osmotik strese maruz birakilan
fidelerde, radikal temizleyicisi veya inhibitor muameleri ile ROT ve GSH seviyeleri
azaltildiginda ALA’nin CATI gen ifadesinin nispi seviyesini azalttigi, ASC seviyesi
azaldiginda ise artirdig: tespit edildi.

10. ALA’nin sinyal rol oynayan ROT’lar ile etkileserek ya da GSH ve ASC gibi
antioksidan bilesikler araciligiyla antioksidan sistemi uyarabilecegi ve boylece ASC-

GSH dongiisiine dahil olabilecegi sonucuna varildi.



6. ONERILER

Misir hem besin kaynagi hem de farkli amaclar dogrultusunda kullanimi yaygin
bitkilerden biridir. Diinyada oldugu gibi, iilkemizde de misir verimini kisitlayan en 6nemli
faktor su kithigidir. Ozellikle ¢iceklenme déneminde su bulunmamasi ciddi derecede verim
kaybina neden olmaktadir. Tarimsal alanda kullanilan bitkilerin osmotik toleranslarinin
artirilmasi ve bitkilerden yeterli verimin alinabilmesi i¢in ¢esitli fizyolojik, molekiiler ve
biyokimyasal analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

Distan ALA uygulamasinin bitki biiylime ve gelisimine etkileri ile ilgili ¢aligmalar
oldukc¢a smirhidir. Bu tez ¢alismasinda, ALA ile ROT ve antioksidan bilesikler arasindaki
etkilesim belirlenmistir. Elde ettigimiz verilere gére, ALA’nin hem reaktif oksijen tiirleri
hem de askorbat glutatyon gibi antioksidan maddelerle etkilestigi ve boylece antioksidan
sistemi uyararak musir fidelerinin stres toleransina katkida bulunabilecegi sonucuna
varilmigtir. Meveut ¢alismamiz, digtan uygulanan ALA’nin osmotik stres kosullarindaki
bitkilerde sinyal iletim mekanizmalarinin daha anlasilir olmasina katki saglayacagini ve
misir liretimindeki verimi arttiracagini gostermektedir. Sonug olarak verilerimiz osmotik
strese tolerans mekanizmalariin belirlenmesi amaciyla yapilacak arastirmalara 151k
tutacaktir.

ALA’nin bitkilerdeki stres toleransina karisan metabolik yollar {izerine literatiirde
cok fazla calisma bulunmamaktadir. Bu calisma verilerine dayanarak, ALA’nin hiicre
icindeki kalsiyum ile fosfatidik asit gibi diger sinyal bilesiklerle etkilesiminin arastiriimasi
onerilmektedir. Diger taraftan, AL A nin mineral besin alinimini nasil etkilediginin bilinmesi
strese toleransh bitki tiirlerinin gelistirilmesi i¢cin 6nemli olabilir. Ayrica, stres kosullarinda
ALA muamelesinin fenolik asit ya da yag asiti igerigi gibi bitkilerde stres toleransina katki
saglayan bazi maddeler Tlzerine etkileri konusunda yapilan herhangi bir ¢alisma

bulunmamasi nedeniyle bu analizlerin HPLC yontemi ile ger¢eklestirilmesi onerilmektedir.
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