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ONUR SOZU

Doktora veya yiiksek lisans tezi olarak sundugum “In vitro ortamda Kurakhk Stresine
Maruz Birakilan Morus nigra L. (Karadut)’da Melatoninin Etkisinin Biyokimyasal ve
Fizyolojik Cevaplarla Degerlendirilmesi” basliklt bu calismanin bilimsel ahlak ve
geleneklere aykir1 diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigma ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin i¢cinde hem de kaynakg¢ada yontemine uygun
bi¢cimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Duygu OZELCI
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IN VITRO ORTAMDA KURAKLIK STRESINE MARUZ BIRAKILAN Morus nigra L.
(KARADUT)’DA MELATONININ ETKISININ BIYOKIMYASAL VE FiZYOLOJIK
CEVAPLARLA DEGERLENDIRILMESI
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Danigsman: Prof. Dr. Emel YIGIT

Bu arastirmada, in vitro ortamda g¢ogaltilan Morus nigra L. Eksi kara ¢esidinde
kuraklik stresine karst MEL’in cevabi arastirildi. PEG, bulundugu ortamm ozmotik
potansiyelini etkilemek sureti ile bitkilerde su alinimi iizerinde 6nemli etkiye sahip olan bir
kimyasaldir. Bu nedenle arastirmamizda PEG ile -1.5 MPa’lik kuraklik stresi olusturuldu.
Kuraklik stresinin uygulandig1 gruba karst MEL ve kuraklik stresi uygulanan gruplarda
karsilastirmali olarak strese cevapta olusturulan bazi biyokimyasal ve fizyolojik yanitlar
arastirildi.

Bitkilerin in vitro ¢ogaltiminda MS besi ortami ve eksplant olarak nodal tomurcuklar
kullanildi. Kiiltiir baglatma ve siirgiin gogaltimi i¢in uygun olan 6-Benzilaminopiirin (BAP)
konsantrasyonu ve koklenmeyi saglamak i¢in en elverigli Indol-3-Biitirik Asit (IBA)
konsantrasyonu ¢ok sayida deneme ile arastirildi. Kiiltiirii baglatma asamasi i¢in 0.75 mg/L
BAP, 0.01 mg/L IBA, 0.2 mg/L GAgs; siirgiin ¢ogaltimi i¢in 1 mg/L BAP, 0.01 mg/L IBA,
0.2 mg/L GAs ve koklenme igin 1.5 mg/L IBA eklenmesinin en uygun konsantrasyonlar
oldugu saptandi. In vitro’da bitkicikler 3-4 haftada koklendi ve koklenme orani %95 olarak
saptandi. Haziran ayinda baslatilan kiiltiirler %91 siirme ve %8.67 kontaminasyon orant ile
daha basaril1 bulundu.

Kuraklik stresi kosullarinda M. nigra bitkisine eksojen MEL uygulamasmin
antioksidan kapasite ve pigment sistemi lizerinde etkili oldugu ve antioksidan enzimleri
diizenleyerek bitki savunmasina 6nemli katki sagladig1 saptandi. Bununla birlikte; MEL ve
stresin uygulandig1 gruplarda GSH igerigi, toplam fenol ve prolin birikiminin artmasina
neden oldu. i¢sel MEL miktarmin gruplar arasindaki degisimi kuraklik stresine cevapta
MEL’in uygulandig1 grupta 10. ve 15. giinde daha yiiksek gozlendi.

Kuraklik stresi uygulanmig MEL’li ve MEL’siz ortamlar arasinda belirlenen
parametreler karsilagtirildi ve MEL’in stres toleransindaki etkisi ortaya konuldu. Bu
calismamizin, M. nigra ve kuraklik stresi konusunda yapilacak diger ¢aligmalara referans
saglamanin yam1 sra, karadut yetistiriciliginin gelismesine de katki saglayacagi
diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Morus nigra, Kuraklik stresi, Bitki doku kiiltlirii, Enzim
aktivitesi, Pigment sistemi, Antioksidan, Prolin, Melatonin
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In this research, MEL's response to drought stress was investigated in Morus nigra
L. Eksi kara cultivar grown in vitro. PEG is a chemical that has an important effect on water
uptake in plants by affecting the osmotic potential of the environment. For this reason,
drought stress of -1.5 MPa was treated with PEG in our research. Some biochemical and
physiological responses generated in the response to stress were investigated comparatively
in the drought-stressed group versus combined MEL and drought-stressed groups.

In vitro propagation of plants, MS medium and axillary buds as explants were used.
The best concentration of 6-Benzylaminopurine (BAP) for culture initiation and shoot
propagation and the best Indole-3-Butyric Acid (IBA) concentration to achieve rooting was
investigated by numerous trials. It was determined that 0.75 mg/L BAP, 0.01 mg/L IBA, 0.2
mg/L GAs for the culture initiation step; 1 mg/L BAP, 0.01 mg/L IBA, 0.2 mg/L GA; for
shoot propagation and 1.5 mg/L IBA are optimal concentrations. Plantlets rooted in 3-4
weeks in vitro and rooting rate was found to be 95%. Cultures initiated in June were found
to be more successful with 91% sprout rate and 8.67% contamination rate.

It was determined that exogenous MEL application to M. nigra plant under drought
stress conditions was effective on antioxidant capacity and pigment system, and contributed
significantly to plant defense by regulating antioxidant enzymes. However; it was found that
GSH content, total phenol and proline accumulation increased in the groups in which
combined MEL and stress was applied. The change of the endogenous MEL amount among
the groups was higher in the group to which combined MEL and stress was applied on the
10th and 15th days, in response to drought stress.

The parameters determined between combined MEL with drought stressed and MEL
free drought stressed environments were compared and the effect of MEL on stress tolerance
was revealed. We believe that this study will contribute to the development of black
mulberry cultivation as well as providing reference to other studies on M. nigra and drought
stress.

Keywords: Morus nigra, Drought stress, Plant tissue culture, Enzyme activity, Pigment
system, Antioxidant, Proline, Melatonin



1. GIRIS

Glinlimiiziin en biiyiikk kiiresel sorunlarindan biri, biiylimekte olan bir niifusun
ihtiyaglarmi gevresel ve sosyal olarak siirdiiriilebilir bir sekilde karsilamaktir (Godfray vd.,
2010). Kiiresel sicakligin 21. yiizyilin sonuna kadar maksimum 5°C artacagi tahmin
edilmektedir (Sherwood vd., 2013). Bu, diinyanin bir¢ok yerinde daha sik ve asir1 kuraklik
olaylarma yol agacaktir (Okunlola vd., 2017). Insanlarin besin, hayvan yemi ve yakit i¢in
bitkilere olan bagimliligi, iklim degisikligi, ekilebilir alanlarin azalmasi, ¢ollesme, ¢evresel
bozulma, su kalitesi ve miktarindaki degisiklikleri de igine alan tarimsal iiretim sistemleri
icin biiylik zorluklar dogurmaktadir (Strange, 2005; Ronald, 2011; Rhodes vd. 2014). Bu
nedenle, tarimsal adaptasyona ihtiya¢ oldugu agiktir. Bitki aragtirmalarindaki ilerlemeler bu
sorunlarla yiizlesmek igin yeni teknoloji ve bilgiler saglamahdir (Ronald, 2011; Halford,
2015).

Tirkiye, ekonomisi agirlikli olarak tarima ve tarima dayali sanayiye bagl,
gelismekte olan bir iilkedir. Tiirkiye’nin tarimsal biyoteknoloji ve onun en fazla uygulama
alanina sahip olan bir alt dali bitki biyoteknolojisi konusunda biiyiik bir potansiyeli vardir.
Bazi arastirmacilar tarimsal biyoteknolojiyi, endiistri ve bilgi devrimlerinin yaptig1 gibi
diinyay1 carpici bir bigimde degistirecegi diisiiniilen tiglincii bir teknolojik devrim olarak

yorumlamaktadir (Eden, 2005).

Su, en onemli dogal kaynaklarindan biridir. Son asirda diinya niifusunun ti¢ kat, su
tiikketiminin ise yedi kat arttig1 bildirilmistir (USIAD, 2010; Sahin, 2016). Var olan su
kaynaklarimiz, patlayan niifus artis1 ve sanayinin isteklerini karsilayamamaktadir. Ayrica
tarimsal iiretimde uygulanan sulama yontemleri ile bilingsizce asir1t miktarda su
kullanilmaktadr. Tim bunlara kiiresel iklim degisikligi de ilave edilirse, kurakligin
siddetinin her gecen giin daha fazla hissedilecegi agik¢a bellidir (Kadioglu, 2008). Kiiresel
iklim degisimi nedeni ile diinyada 6zellikle kurak ve yari-kurak iklim kusaklarinda bulunan
iilkelerin su kaynaklarina ulagmasinda biiyiik sorunlar yasanacak olup su kitligmin sosyal,
ekonomik ve politik yagama olan olumsuz etkileri kagmilmaz olacaktir (Aydmn vd., 2017,

Mengii vd., 2011). Gerekli 6nlemler alinmazsa, gelecekte diinyanin bir¢ok yerinde su kitlig1



goriilecektir. Bu nedenle kuraklik ile ilgili olarak; iklim degisikligi, gelecekteki sulama
gereksinimleri, iklim adaptasyon stratejileri hakkinda su temini yonetimi, biyomolekiiler ve
genetik aragtirmalar iizerine stratejilerin gelistirilmesine yonelik ¢ok sayida arastirma

yiiriitilmektedir (Mancosu vd., 2015).

1.1 Stres

Bitkiler de diger canlilar gibi strese girmekte ve zarar gormektedir. Bitkiler, sesil
dogalar1 geregi abiyotik ve biyotik stres faktorlerine en fazla maruz kalan canlilar olup strese
direk maruz kalirlar. Abiyotik etmenler fiziksel ve kimyasal ¢evre etmenleri seklinde
gruplandirilabilir (Cizelge 1.1) (Kagar vd., 2013). Stres, biyotik ve abiyotik stres
etmenlerinin etkisi altinda bitkilerde ortaya ¢ikan degisimlerdir. Stres, 6nemli fizyolojik ve
metabolik degisimlere yol acabilir. Bitkilerde biliylimeyi ve gelismeyi olumsuz sekilde

etkileyebilir. Bitkisel tirinlerde nitelik ve niceligin azalmasima neden olabilir.

Cizelge 1.1 : Bitkilerde biyotik ve abiyotik ¢evresel stres etmenleri (Kagar vd., 2013)

Abiyotik Etmenler .
Fiziksel Etmenler Kimyasal Etmenler BIy @ Etmenter

Kuraklik Hava kirliligi Yabani bitkiler
Sicaklik Bitki besin elementleri Bocekler
Radyasyon Pestisitler Mikroorganizmalar (viriis,
Su baskini Toksinler bakteri ve mantarlar)
Mekanik etkiler (riizgar, Tuz Hayvanlar
kar ve buz ortiisii) Toprak ¢ozeltisinin pH’s1 Hastaliklar

Cevre sartlarinin bitkide zarar meydana getirmedigi, biiyiime ve gelismenin yani sira
uriiniin nitelik ve niceliginde olumsuz bir etki olusturmadigi durumlarda bitki streste
degildir. Strese neden olmayan kosullara “optimum ¢evre kosullar1” denilmektedir ve bu
durumda bitkinin ¢evreye adaptasyonu tam olmaktadir. Stres etmenleri bitkilerde sifirdan
baglayarak orta ile en yiiksek diizeyde dahil, biiylime ve gelismede azalmaya neden olur.
Uriiniin nitelik ve niceliginde degisime yol acar. Stres faktorlerinin meydana getirdigi hasar,
bitkinin ¢evreye genetik adaptasyonunun derecesine bagli olarak degismektedir (Dubey,
1994). Adaptasyon farkli bitkilerin farkli bolgelerde en elverisli diizeyde yetismelerini

belirleyen ana faktordiir.

Cevre sartlar1 uygun olmamasima ragmen yasamini siirdiiren bitkinin canli kalabilme
kabiliyeti “stres dayaniklilig1” ya da “stres direnci” olarak tanimlanmaktadir (Levitt, 1980).

Bitkiler ¢evresel sartlarda olusabilecek olan bu degisikliklerden minimum hasar gorecek

2



sekilde biiyiime ve gelismeye devam edebilirler. Ustelik uzun zaman zarfinda ayni iklim
sartlarinda yetistiklerinde ¢evresel faktorlerden en az etkilenecek sekilde uyum
gosterebilirler. Diinyanin degisik iklimsel 6zellik gdsteren bolgelerindeki ayni tiirtin farkli
bitkilerinin dagilimi, bitkilerin ¢cok degisik ¢evresel sartlara uyum sagladiklarinin en iyi
gostergesidir (Dolferus, 2014). Bitkiler kurak kosullara maruz kaldiklarinda, meydana gelen
su stresine karsi ¢ikmak igin, birkag saniye i¢inde gerceklesebilen (proteinin fosforilasyon
degisimleri) ya da nispeten daha uzun zamanlarda olusabilen (gen ifadesi sirasinda olusan
degisimler) biyokimyasal ya da genetiksel degisimler ile metabolizmalari yeniden
yapilandirabilirler (Bhargava ve Sawant, 2013). Bitkinin kuraklik stresi karsisinda
gosterdikleri tepkileri agiklamak, ekonomik ve besinsel degerleri yliksek olan bitkilerin stres
toleransini yiikseltmek amaciyla yapilan calismalarda gelismis yontemlerin kullanilmasi
gerekmektedir. Bitkinin kuraklik stresine tepkisinde genomik ve transkriptomik incelemeler
ile ilgili genlerin etkilerinin arastirilmasi, ayrica buna paralel olarak daha fazla toleransa
sahip bitki genotiplerindeki genlerin isleyislerinin anlasiimasi 6nemlidir (Yiiksel ve Aksoy,
2017). Bunun yani sira strese karsi bitkiyi korumada ©Onemli oldugu diisiiniilen
kimyasallarinda rollerinin arastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla yapilan c¢ok sayida
calisma mevcuttur. Ornegin salisilik asit, melatonin, jasmonik asit vb. kimyasallar ile
muamelede strese cevapta 6nemli tespitler yapilmstir (Shan ve Liang, 2010; Raman ve Savi,
2011; Kaya ve Yigit, 2014; Qiu vd., 2014; Zonouri vd., 2014; Kostopoulou vd., 2015; Nawaz
vd., 2018; Farouk ve Al-Amri, 2019; Zahedi vd., 2020; Jahan vd., 2020; Tiirk ve Genisel,
2020).

1.1.1 Kuraklik stresi

Stres faktorleri arasinda kuraklik yillik tarimsal iiretimin bozulmasindan sorumlu en
onemli faktordiir (Pandey vd., 2017). Kuraklik, etkiledigi bolgedeki hava, su ve toprak
iizerinde oldukca olumsuz etkileri olan, asama asama gelisen onemli bir dogal afettir.
Yagislarin kaydedilen normal diizeyin onemli 6l¢iide altina diismesi sonucu toprak ve su

kaynaklarmin olumsuz yonde etkilenmesine “kuraklik” denir.

Bugiinkii tarimsal biyoteknolojinin temel amaclarindan biri, diinya niifusunun artan
gida talebini karsilamak i¢in birim alandan yiiksek verim almaktir. Abiyotik stres ekilebilir
alanlarda kayiplara neden olmaktadir. Ayrica iirlin kalitesi ve birim alandan elde edilen
verimde onemli Olgiide etkilenmektedir (Golldack vd., 2011). Kuraklik stresi bitkilerde

normal biiylime dengesini degistirir. Bir dizi morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
3



molekiiler degisiklikle sonu¢lanir. Bu da bitkilerin biiylimelerini ve iiretkenliklerini etkiler
(Pandey vd., 2017).

1.1.1.1 Bitkilerde kuraklik stresinin fizyolojisi

Abiyotik stres, diinya ¢apinda bitkisel verim kaybmin ilk nedenidir. En fazla tiriin
alinan kiiltiir bitkilerinde ortalama {iriin verimini %50'den fazla azaltir (Wang vd., 2004).
Diinyada 2.4 milyar civarinda insan yiiksek oranda su stresi olan bolgelerde yasamaktadir
(Oki ve Kanae, 2006; Osakabe vd., 2014). Su, agaglarin yas agirhginin %50’sini, diger
bitkilerin ise %89-90’m1 olusturmaktadir (Anjum vd., 2011). Kuraklik stresi fotosentez,
solunum, terleme, hormon metabolizmasi, enzim aktivitesi dahil olmak tizere bitkinin
fizyolojik ve biyokimyasal aktivitelerinde ¢arpict degisikliklere neden olan en kritik abiyotik
streslerden biridir (Okunlola vd., 2017). Bu bilgiler kuraklikla miicadelede kurakliga
dayanikli bitki cesitlerinin elde edilmesi iizerinde yapilan c¢aligmalarin 6nemini agiga

cikarmaktadir.

Kuraklik stresi genel anlamda topragin sahip oldugu suyun yetersiz kalmasi ve buna
bagl olarak bitkilerin normal gelisimlerini saglayamamasi kosuludur. Bitkiler tarafindan
geri doniistimlii (reversible=elastik) veya geri doniistimsiliz (irreversible=plastik) yanitlar
meydana getiren stres faktorleri, fiziksel kuraklik (suyun ortamda az bulunmasi) ya da
fizyolojik kurakliktan (donma, mineral eksikligi ve fazlalifindan dolay1 ortamdan bitki
tarafindan yeteri kadar suyun alinmamasmdan) kaynaklanabilir (Greenway ve Munns,
1980). Kuraklik tipi ne olursa olsun bitkilerin sitoplazmalarinda negatif su potansiyeli

goriiliir.

Yiiksek bitkilerin kokleri araciligiyla topraktan alinan su osmotik kurallara gore
bitkinin tepe organlarina taginir. Transpirasyon ile kaybedilen su miktar1 kokler vasitasi ile
alinan su miktarindan fazla ise iletim borular1 i¢erisinde negatif basing meydana gelir ve
bitki organlar1 suyu alabilmek i¢in rekabet eder. Dolayist ile bitkinin degisik organlarmin su
potansiyelleri (Ww) arasindaki denge bozulur. Bitkilerde su potansiyeli (Ww) formiilde
gosterildigi gibi basing potansiyeli (¥p) Ve osmotik potansiyelin (Ws) toplamidir. ¥s, molekiil
ya da iyonlar seklinde suda ¢6ziinmiis madde miktarina bagli olarak degisir. ‘Wp ise hiicrede
bagimsiz sekilde bulunan su molekiillerinin membran yiizeylerine ve hiicre duvarlarmna

itilmesi ile ortaya c¢ikar. Hiicrede turgor basinci daima pozitif olmalidir. Turgor basinci



diistiigii zaman bitkide solma meydana gelir. Bu nedenle W; su stresi veya kuraklik stresi

olusan bitkilerde W ana unsurudur (Kagar vd., 2013).

lPW: le + lPs

Hava ve su ile dolu olan toprak porlari, toprak pargaciklari ile agregatlar arasindaki
bosluklardan olusur. Topraktan su, drenaj ve evaporasyon ile su kaybedilir. Ayrica bitki
kokleri tarafindan su alinmasi da toprakta bulunan su miktar1 azaltir. Toprakta su dolu porlar
bosaldikga, daha kiigiik porlarda kalan su ¢ok daha biiyiik kuvvetle tutulur. Toprakta su
potansiyelinin azalmasina ve toprak parcaciklari tarafindan suyun giderek daha biiyiik bir
giicle tutulmasina bagl olarak bitki koklerinin suyu alma gii¢leri de azalir. Bunun bir sonucu
olarak bitki gereksinim duydugu suyu kokleriyle topraktan alamaz ve bitki solmaya baslar.
Su almama durumunun siirmesi bitkide solmanin siirekli olmasina yol agar. Iyi sulanmis bir
bitkinin yapraklar1 -0.2 ile -0.6 MPa arasinda degisen su potansiyeli degerine sahiptir.
Kuraklik kosullarinda yapraklarin su potansiyeli degerleri -2 ile -5 MPa arasinda degisebilir.
Stirekli solma noktasinda bitkilerin su miktari -1.5 MPa’dir (Karahan vd., 2014; Kadioglu,
2011).

Toprak suyunun iginde ¢Ozinmiis olan c¢esitli tuzlar topragin osmotik
konsantrasyonunu dolayisiyla osmotik basmcmi artirirlar. Ozellikle tuzlu topraklarda
¢Ozilinmiis tuz konsantrasyonu ¢ok yiiksek oldugundan bazi hallerde toprak suyunun osmotik
basinc1 100 atmosferi bulur. Seralar1 ve tarimsal topraklar1 gereginden fazla giibreyle
giibrelemek ya da bu topraklar1 yiliksek konsantrasyonda tuzlu su ile sulamak toprak suyunun
osmotik basmcmin artmasina ve bodyle topraklarda bitkilerin geregi kadar sudan
faydalanamamasina yol agar. Toprakta bol su olsa bile ¢esitli fizyolojik nedenlerle mevcut

suyun bitkiler tarafindan alinip kullanilmamasina fizyolojik kuraklik denir (Bozcuk, 1997).

Su stresi, toprakta bitkiye faydali su miktarinin azalmasi, atmosferik kosullarin etkisi
ile transpirasyon ve evaporasyon sonucu su kaybmin devam etmesi durumunda olusur. Stres
glinliik ya da uzun siireli olabilir. Su stresinin uzun zaman devam etmesi ve yeterince su
alinmamasi bitkilerde 6lime neden olabilir (Kagar vd., 2013). Morfolojik ve fizyolojik
degisimlerle su kapsamlar1 farkli kosullara adapte olarak yasamlarini siirdiiren bitkiler
degisik isimler altinda smiflandiriimistir. Ornegin hidrofitler suyun daima bulundugu

yorelerde yetisen, suyu seven bitkilerdir. Halofitler az, orta ve ¢ok yogun tuz
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konsantrasyonuna sahip habitatlarda yetisen bitkilerdir. Kserofitler ¢oller ve stepler gibi su
miktarmin siirekli ya da donemsel olarak ¢ok diisiik oldugu ortamlarda yetisen bitkilerdir.
Mezofitler ise, kserofitlere gore daha nemli topraklar: tercih eden bitkilerdir (Korkmaz ve
Durmaz, 2017).

Su stresinde topragin su icerigine bagli olarak bitki yapraginin ve kokiiniin su
potansiyelindeki (Ww) degisim Slatyer (1967) tarafindan arastirilmistir. Slatyer (1967)
sulama yapildiktan sonra birinci giinden baslayarak bitki yapraklarinin su potansiyeli (‘\P'w)
hizla azaldigimi1 ve bitki koklerinde suyun azalmasiin bitki yapraklarina gore daha az
oldugunu belirtmistir. Sulamadan sonraki 4. giinde bitki yapraklarinda su potansiyeli (\w)
stirekli solma noktas1 (-1.5 MPa) diizeyine indigini, izleyen 5. giinde ise bitki yapraginda ve
kokiinde su potansiyeli (Ww) stirekli solma noktasinin altina indigini saptamistir (Sekil 1.1).
Bitki kokiine su girisi durmus ve stomalar kapanmistir. Bu durumun siirmesi bitkide 6liime

neden olmaktadir (Slatyer, 1967; Kagar vd., 2013).
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Sekil 1.1 : Su stresinde topragin igerigine bagli olarak bitki yapraginin ve kokiiniin su
potansiyelindeki (Ww) degisim (Slatyer, 1967)
Kuraklik stresi sirasinda meydana gelen fizyolojik ve metabolik mekanizmalar

kompleks olup birbiriyle iliskilidir. Bu yeniden yapilandirma islevleri su sekillerdedir:

Morfolojik Etki; Kurak kosullarda transpirasyon ile kaybedilen suya bagli olarak
yapraklarda su miktar1 azalirken kokler de topraktaki suyu daha hizli absorbe eder (Cirak ve
Esendal, 2006; Kutlu, 2010). Bitkiler su kaybin1 en aza indirmek i¢in yapraklarmi doker,
toplam yaprak alanlarmni kiigiiltiir ve transpirasyonu azaltir. Boylelikle bitkinin su kaybi

minimum olur. Kserofit ortama adaptasyon gosteren bitkilerde epidermis tizerinde olusan
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kutikula tabakasinin kalinligi artar, {izerine mum tabakasi birikir. Ayrica epidermisten
olusan koruyucu tiiylerin sayisinda da onemli artis olmaktadir. Biitiin bu meydana gelen
degisimler hem gilines 1smlarinin bitki iizerindeki etkisini azaltmak i¢in hem de
transpirasyonla suyun kaybimi azaltmak i¢in meydana gelen Onemli adaptasyon
mekanizmalaridir. Stomalar bu tiir ortamlara adaptasyon gosteren bitkilerde genellikle alt
epidermiste bulunup, kserofit 6zellik gostermektedir. Yaprak alanindaki kiigiilmenin yan1
sira birim alandaki CO; fiksasyonu da azalmaktadir. Bu durumda bitki daha az fotosentez
yaparak harcadiklarmi yerine koyamaz, biiyiime ve gelisme geriler (Costa-Franga vd., 2000;
Tiirkan vd., 2005). Kuraklik stresi altinda kokler, kurak ve sicak topragin etkisinden alttaki
canli hiicreleri korumak igin suberine benzer kalin bir doku tabakasi ile ortiiliir. Fotosentez
drtinlerinin biiyiik bir kismi koklere tasmir. Boylelikle kok hizli gelisir ve kokiin govdeye

orani artar (Oztiirk ve Segcmen, 1992).

Mekanik Etki; Bitki hiicrelerinden belirgin su kayb1 oldugu zaman bitkide turgor
azalmasiyla kendini belli eden 6nemli stres kaynagi kurakliktir (Levitt, 1980). Plazma
membranmin yapist hiicredeki sulu ortamin bir sonucudur ve bu yapt membrandaki
hidrofobik fosfolipid kisimlarin su ile ¢epere basing yapmasi sonucu meydana gelir (Sivi-
kat1 faz). Hiicrede su kaybi ile birlikte, membran yapisi da degisir. Fosfolipidlerin hidrofilik
bas kisimlar1 birbirine yaklasir ve membranlar yogun bir sekilde goriiliir (Jel fazi1). Bu yeni
yapida membran lipidleri sivi-kat1 fazinda oldugu i¢in daha az Kinetik enerjiyle lateral ve
rotasyonel hareket eder. Su kaybi hiicrede hacmin azalmasina ve plazma membraninin hiicre
duvarindan ayrilmasina neden olur (plazmoliz), sadece plazmodezmler vasitasiyla iliskisini
devam ettirir. Gerilim altindaki plazma membrani ile tonoplastta ¢6kme ve yirtilmalar
olusabilir (McKersie ve Leshem, 1994). Bu durum, zarlar iizerinde yerlesen hidrolitik
enzimlerin serbest kalmasina ve dolayisiyla sitoplazmanin otoliziyle neticelenebilir
(Salisbury ve Ross, 1992). Bu zarar normal hiicresel metabolizmaya ¢ogunlukla kalic1 zarar

Verir.

Metabolik Etki; Hiicrede asir1 su kaybi oldugunda hiicresel metabolizmanin
bozulmasi ile kendini gdsteren sekonder strestir. Su, hiicre igeriginin biiyiik bir bolimiinii
olusturma, tasiyici olma, hiicresel tepkimeler ve islevler igin ¢6ziicii rol oynama gibi islevsel
ozelliklere sahiptir. Hiicrede su kaybi olunca normal regiilasyonunu siirdiiremez ve
metabolizmas: bozulur. Su kaybi sonucu meydana gelen iyon-birikimi, proteinlerin
yapismin ve membran biitlinliigiiniin bozulmasma neden olarak hiicreye zarar verebilir. Su
kaybina bagli; proteinlerin yapisindaki hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin su ile
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etkilesimleri zarar goriir (Campbell, 1991). Bu durum da protein denatiirasyonlarina ve
enzim inhibisyonlarma yol acar (Bray, 1997). Proteinlerin denatiirasyonu ile dokularda
aminoasitler birikir, absisik asit (ABA) artar ve en 6nemlisi amonyak (NHz) gibi toksik bir
bilesik meydana gelir. NH3 bitkide metabolik dengeyi bozar (Cirak ve Esendal, 2006).

Ayrica kuraklik stresi niikleik asitlerin degradasyonuna neden olur.

Fizyolojik etki; Kuraklik esnasinda fotosentez genel olarak iki nedene bagl olarak
gerilemektedir. Birincisi, orta diizeydeki su eksikligi kosullarinda stomalarin kapanmasi ile
meydana gelen stomatal smirlamalardir. Ikincisi ise daha uzun siireli ve daha siddetli stres

sonucu meydana gelen stomatal olmayan sinirlamalardir (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

Kuraklik stresi sirasinda fotosentezdeki ilk azalma, stomalarin kapanmasi ve CO>
emiliminin azalmasiyla kendini belli eder. Bitki, su kaybin1 azaltmak icin stomalari
kapattiginda fotosentez i¢in ihtiya¢ duyulan CO2 alinimi da engellenir. Kuraklik stresi ile
bitkideki yaprak alani kiigiilmektedir. Bu da fotosentezin azalmasina neden olmaktadir
(Cirak ve Esendal, 2006).

Bitkilerin fizyolojik metabolizmalar1 hormonal dengeye biiylik 6l¢iide bagimlidir
(Zhang vd., 2009). Bitkideki ABA kuraklik direncinde ¢ok dnemli bir rol oynar (Hassan ve
Elnemr, 2013). Etkili bir sekilde stoma kapanmasini diizenleyebilir, terlemeyi azaltabilir,
antioksidan sistemin aktivitesini artirabilir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) siiplirme
isleminde etkinligi artirabilir (Ban vd., 2017). Bitkiler, kurak ortama adaptasyon i¢in
giberellin (GA3) konsantrasyonunu azaltir ve ABA konsantrasyonunu artirir (Kowitcharoen
vd., 2015; Zhang vd., 2018).

1.1.1.2 Kuraklik stresine karsi gelistirilen adaptasyonlar

Bitkiler kuraklik stresi altindayken hayatta kalmasini saglayan iki ana savunma
mekanizmasi vardir. Bunlar "kurakliktan kagmma" ve "kuraklik toleransi" mekanizmalaridir

(Mueller vd., 2013; Zheng vd., 2017).

“Kurakliktan kagimma”, bitkinin su sikintisinda hayatini devam ettirebilmesi ig¢in ¢ok
onemli bir adaptasyondur. Protoplazmadaki su potansiyeli azalmasimnm bitkiye zarar verecek
kadar uzun siirmesini engelleyecek stratejilerdir. Stres etmenlerinin bitki dokusuna giriginin
onlenmesini veya azaltilmasmi ifade eder. Kurakliga karsi bitkide, kutikula ve vakstan
olusan tabaka ile birlikte olusan yogun koruyucu tiiy gelisimi ve kserofit tip stomanin

gelisimi ile morfolojik ve anatomik adaptasyonlar goriilmektedir. Bunlar; fiziksel ve
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kimyasal destek elemanlarinin gelismesi, kurakliga vejetatif dokularn adaptasyonu,
kurakliga vaskiiler dokularin adaptasyonu, kurak ortamda iireme stratejilerinin gelismesi,
iiretken hiicrelerin  korunmasi, su ileten ksilemin trakeidlerinin ligninlesmesi gibi
degisiklikler ile bitkinin yasammin ve tiretkenliginin siirdiiriilmesidir (Jenks ve Hasegawa,
2005).

“Kuraklik tolerans1”, bitkileri siddetli kuraklik stresi altindaki ROT kaynaklanan
zararh etkileri hafifletmek i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemi kullanan
bir koruma mekanizmasi ile agiklanabilir. ROT hasarlarina karst membrani koruyarak,
bitkilerin normal fizyolojik fonksiyonlarini siirdiirmek igin ¢evreden daha fazla su emmeyi
tesvik etmek amaciyla prolin, ¢oziinlir protein ve ¢oziiniir seker gibi 0osmo-diizenleyici
maddeleri biriktirebilirler (Reddy vd., 2004). Bitkiler ROT u kaldirmak i¢in SOD, CAT,
POD gibi antioksidanlar1 igeren enzimatik antioksidan sistemleri ile askorbik asit, glutatyon,
flavonoidler ve toplam fenoller gibi bazi ikincil metabolitleri igceren enzimatik olmayan

antioksidan sistemi kullanan etkili bir savunma sistemine sahiptir (Cheng vd., 2018).

1.2 Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Radikalleri

Canlinmn yasami siirdiirdiigli ortamda maruz kaldig1 cevresel etmenler ve
fizyolojisinde normal sartlarda gergeklesen pek cok hiicresel aktivite oksidan olusumuna
neden oldugu i¢in devaml bir radikal yapimi s6z konusudur. Radikaller, bir ve daha fazla
eslesmemis elektrona sahip atom veya atom gruplaridir. Radikaller pozitif, negatif veya notr
olabilirler. Kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar atomlarin dis yoriinge orbitallerindeki
elektronlar seviyesinde gergeklesir. Dig yoriinge orbitallerinde eslesmemis elektron bulunan
radikaller, reaktifligi cok yiiksek olan kimyasallardir. Farkli ortamlarda ¢esitli biyokimyasal
reaksiyonlar ile olusan radikaller kontrol altinda tutulmazlarsa reaktiflikleri nedeniyle lipid,
protein, DNA ve niikleotid gibi biyolojik materyale de zarar verebilmektedir (Kopani vd.,
2006).

ROT kismen indirgenmis veya uyarilmig atmosferik oksijen formlaridir (Halliwell
ve Gutteridge, 2015). Hiicrelerde sinyal molekiilleri olarak islev goriirler, fakat aym
zamanda aerobik metabolizmanin kaginilmaz toksik yan iriinleri olarak diisiiniiliirler (Konig
vd., 2012; Foyer ve Noctor, 2013; Vaahtera vd., 2014; Mignolet-Spruyt vd., 2016).

Bitkiler stres altindayken, hiicre hasarmna veya oliime neden olan ROT ve serbest

radikallerin olusmasi membran lipid peroksidasyonuna neden olabilir. Hidrojen peroksit
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(H202) bitki biiytimesinde ikili rol oynar. Diisiik konsantrasyonlarda, g¢esitli biyotik ve
abiyotik streslere toleransi tetikleyen, sinyali indiikleyen, bir sinyal molekiilii olarak gorev
goriir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise oksidatif stres gelismesine yol acar ve tiyol gruplarini

oksitleyerek enzimleri etkisiz hale getirebilir (Tewari vd., 2006).

Atmosferik oksijenin (O2) ortaya ¢ikis1 ile primordial okyanuslarda demir
oksidasyonu ve ¢okeltme ayni1 zamana denk gelmektedir (Sekil 1.2) ROT'un ortaya ¢ikisinin
atmosferik oksijen ile ayni anda gergeklestigi ileri siiriilmektedir. ROT’lar, aerobik
organizmalarin evrimiyle yaklasik olarak 2.7 milyon yil 6nce var olmustur (Mittler vd.,

2004; Anbar, 2008; Miller, 2012; Boyd vd., 2014; Mittler, 2017).

Cozilebilir demir (Fe™)
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Sekil 1.2 : Atmosferik oksijenin ortaya ¢ikmasi (Mittler, 2017)

Ortam kosullarmin degismesiyle birlikte i¢ denge bozulur. Bozulan i¢ dengeyi eskKi
haline dondiirmek i¢in hiicrenin farkli boliimlerinde yer alan metabolik yolaklar devreye
girer. Bunun yani sira, bu denge abiyotik ve biyotik stres kosullar1 altinda bozulabilir. Su,
bitki biliylimesinin ana unsurlarindan biri oldugundan, yetersizliginin ana stres kaynagi
oldugu disiiniilmektedir (Tas ve Tas, 2007; Yang vd., 2016). Stomalar fotosentezde
kullanilacak CO2’nin atmosferden alinmasi i¢in agildiginda yapraklardan su kaybina bagh
olarak bitkilerde su eksikligi kismen gorilir. Bitkilerin stres swrasindaki ilk tepkisi,
transpirasyonla su kaybini 6nlemek igin stomalar1 kapatmaktir (Dai, 2013; Obata vd., 2015;
Mittler ve Blumwald, 2015). Bu kapanma yapraklarda CO2'nin azalmasina neden olur ve
sonu¢ olarak fotosentez hizi diiser. Diisiikk hiicre ici CO2 seviyesi Calvin dongiisii
reaksiyonlarini azaltir. Bu da NADPH ve ATP tiiketimini azaltir. Pigment sistemi I’deki
ferrodoksin, ortamda indirgeyecek NADP" bulamayinca elektronunu Ferrodoksin NADP
rediiktaz yerine O2’e aktarir. Oz, H202’e doniistiiriiliir. Buna “Mehler Reaksiyonu” adi verilir
(Asada, 1999; Apel ve Hirt, 2004). Bu yanit, elektron alicilarmm (NADP*, NAD", FAD)
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rejenerasyon eksikligi ile sonuclanir, elektronlarin elektron tagima zincirinden oksijene

transferini kolaylastirir ve daha fazla ROT {iretimine yol agar (Robinson ve Bunce, 2000).

Atmosferik oksijen (dioksijen; O>), paralel spin durumunda iki eslenmemis elektrona
sahiptir ve ROT olusumunda 6nemli rolii vardir. Atmosferik oksijen geg¢is metallerini (Fe,
Cu gibi) igeren enzimler vasitasiyla oksitlenme tepkimeleri olusturur. ROT hem serbest
radikalleri hem de hidrojen peroksit (H202), siiperoksit (O27), singlet oksijen (*O2) ve
hidroksil radikali (OH") gibi serbest radikal olmayan oksijenli molekiilleri igerir. Serbest
radikal olmayan oksijenli molekiillerin reaktivitesi ¢cok yiiksektir ve toksik etkilere neden
olurlar. H202, O27’in etrafindaki molekiillerden bir elektron veya molekiiler oksijenin
etrafindaki molekiillerden iki elektron alarak peroksitin iki proton (H®) ile kombine
olmasiyla ortaya ¢ikar (Kohen ve Nyska, 2002). H2O iiretimi O, ~dismutasyonu ile meydana
gelir. Bu tepkimede iki tane O, iki proton alarak H>O2 ve molekiiler oksijeni meydana
getirir. SOD enzimi bu tepkimeyi hizlandirir ya da kendiliginden gergeklesir (Miao ve Clair,
2009). H20; serbest radikal olmadigi halde ROT i¢inde degerlendirilir ve serbest radikallerin
meydana gelmesinde 6nemli role sahiptir. Ciinkii H.O,, Fe*2, Cu* gibi gecis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu ile, O~ radikallerinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu
sonucunda OH' olusturur. OH' radikali, DNA, proteinler, lipitler, aminoasitler, glikoz ve
metallerle etkilesime girebilen en reaktif serbest oksijen radikalidir (Young ve Woodside,
2001; Al-Omar vd., 2004). O2", oksijen (O2) molekiiliiniin bir elektron alarak indirgenmesi
ile ya da indirgenmis gec¢is metallerinin otooksidasyonu ile olusabilir (Sekil 1.3) (Mittler,
2017). O2" radikalinin reaktivitesi yiiksek degildir ve direkt zarar olusturmaz. O~ radikali
H»>0O; kaynag1 olmasi ve geg¢is metalleri iyonlarmin indirgeyicisi olmasi nedeniyle 6nemlidir
(Aslankog vd., 2019). 10,, oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almas1 sonucu
kendi doniis yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi sonucu ya da
stiperoksit radikalinin nitrik oksit ile tepkimeye girmesi ve H2O2’nin hipoklorit ile tepkimesi

neticesinde meydana gelebilir (Caylak, 2011).
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Sekil 1.3 : Farkli ROT'larin olusumu (Mittler, 2017)

Oksidatif stres sirasinda ROT'un ana hedeflerinin DNA, RNA, proteinler ve lipidler
oldugu diisiiniilmektedir. Farkli ROT’lar, bu hiicresel bilesenlere karsi farkli reaktivite
derecelerine sahiptir ve Fe*? formundaki serbest demirin mevcudiyeti, hidroksil
radikallerinin olusumuna neden olan Fenton reaksiyonunda demirin rolii nedeniyle ROT
toksisitesi igin olaganiistii olarak kabul edilir. ROT lar, farkli reaktivite seviyeleri, tiretim
yerleri ve biyolojik membranlar1 gegme potansiyeli gibi ¢esitli 6zelliklerinden dolay1 ¢ok
yonliidiir (Cizelge 1.2). OH en kararsiz ROT tur, hizli sekilde ¢esitli hiicresel bilesenlerle
(lipidler, DNA, karbohidratlar ve proteinler) tepkime yapar ve yarilanma 6mrii (t12) sadece
1 nanosaniye (ns)’dir. OH' ¢ok ¢esitli hedef ile tepkime yaparken, O genel olarak Fe-S
kiimeleriyle, 1O, doymamus yag asitleri, guanin ve bazi aminoasitler ile tepkime yapar. H.0;
ise diger ROT’lara nazaran daha kararhdir, yarilanma 6mrii 1 milisaniyedir (ms) ve yliksek
konsantrasyonda (uM — mM) birikir. Yiiksek bitkilerde, ROT'un gelismeyi, farklilasmay1,
redoks seviyelerini, stres sinyallerini, diger organizmalarla etkilesimi, sistemik tepkileri ve
hiicre 6liimiinii diizenledigi bulunmustur. Aerobik metabolizmanin toksik yan tirtinleri olan
ROT oncelikle kloroplastlarda, mitokondride ve peroksizomlarda olusur. Bunlar daha sonra
bir dizi antioksidan enzim ve antioksidanlar tarafindan uzaklastirilir veya detoksifiye edilir
(Cizelge 1.2). Hiicresel antioksidatif mekanizmalar tarafindan ROT uzaklastirmasiyla ilgili
ROT {iretiminin bu prosesi, ROT'un DNA, RNA, protein ve membran oksidasyonu ile
hasarmi igerebilecek potansiyel toksik etkilerini dnlemek i¢in hiicrelerde siirekli olarak
meydana gelir (Cizelge 2). Hiicrenin bir¢ok antioksidan sistemi bu nedenle ROT'u toksik

olmayan bir seviyede tutar ve bu dengeden sapma oksidatif stres kosullarinin olugmasina
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neden olur (Mittler vd., 2004; Cheeseman, 2006; Mittler vd., 2011; Konig vd., 2012; Foyer
ve Noctor, 2013; Vaahtera vd., 2014; Halliwell ve Gutteridge, 2015; Mignolet-Spruyt vd.,

2016; Mittler, 2017).

Cizelge 1.2 : Bitki ve hayvan hiicrelerinde ROT'un 6zellikleri ile reaktivitesi (Mittler, 2017)

ROT tie Etki sekli Uretim yeri Siipiirme sistemi
Fe-S proteinleriyle Apoplast, SOD
Stiperoksit (O27) 1-4 ps ﬁaksiyona %]ir?r Kloroplast, Mitokondri, Flavonoialer,
202’ ye degisir Peroksizom, A
L skorbat...
Elektron transfer zinciri
DNA, RNA, lipitler ve Flavonoidler,
Hidroksil radikali 1ns proteinler dahil tiim Fe ve H,O, Prolin,
(OH) biyomolekiiller ile son (Fenton reaksiyonu) Seker,
derece reaktif Askorbat...
Sistein ve metiyonin
- . kalintilarina saldirarak | Peroksizom, Kloroplast,
H|dro(1|inope)rok5|t >1ms | proteinlerle reaksiyona | Mitokondri, Apoplast, AP;((,)(SA('-I;,SGPX,
22 girer. DNA ile Sitozol PO
reaksiyona girer.
Okside lipitler,
. . proteinler (Trp, His, Membranlar, Kloroplast, .
Slngl(eitocll;suen 1-4 pus Tyr, Met, ve Cys Nukleus Kara.tlf’glfé(fiéfglve o
kalintilar1) DNA G
kalintilar

1.3 Antioksidan Savunma

Organizmalar serbest radikallerle miicadele edecek siipiirme mekanizmalarina

sahiptir. Antioksidanlar 6zellikle protein, lipit, karbohidrat ve DNA gibi molekiillerin

oksidasyonunu yavaslatan veya durduran maddelerdir. Abiyotik strese dayanikli bitkiler,

diisiik ROT seviyelerini korumalarina ve stresin zararl etkilerini dnlemelerine yardimei olan

giiclii temizleme sistemlerine sahiptir (Cizelge 1.3) (Biiyiik vd., 2012). Bitkilerin antioksidan

sistemi ROT iiretimini elimine etmek i¢in, enzimatik antioksidan sistemi ve enzimatik

olmayan antioksidan sisteminden olusur (Wang vd., 2019).
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Cizelge 1.3 : Bitkilerde antioksidanlarin rolleri ve lokasyonlar1 (Biiyiik vd., 2012)

Antioksidanlar Rolii Hiicresel Lokasyonu
Askorbik asit D|rek, olara!( 025, OH wve K_Ioroplast, apoplast, vakuol,
H20,’yu temizler sitozol

Tokoferoller

Lipit peroksidasyonunu kirar.
Lipit O2”ve OHi temizler

Bitkilerin tiim kisimlarinda
bulunur. Kloroplast
membranlarida tokoferol
yogun olarak bulunur

Karotenoidler

Peroksi radikalleri ile Oy~ ve
OH"i temizler

Sitozol, vakuol

Glutatyon

Redoks dongiisiiniin bir substrati
olarak, OH- ile

'02’nin direk temizlenmesinde
yararhdir.

Sitozol, endoplazmik
retikulum, vakuol,
mitokondri

Fenolik bilesikler

Antioksidan  ozelliklerini  1yi
birer hidrojen veya elektron
vericisi olmalari, zincir kirici
ozellikleri ve gecis metalleri ile
selat olusturmalar1 ile
gosterirler.

Sitozol, vakuol

Stiperoksit dismutaz

027’1 H202’ye doniistiirtir.

Kloroplast, sitozol,
mitokondri, peroksizom

Askorbat peroksidaz

H>0,’yi H,O’ya gevirir.

Kloroplast, sitozol,
mitokondri, peroksizom

Katalaz

H>O,’yi H,O’ya cevirir.

Peroksizom

Glutatyon peroksidaz

H>O.’yi ve lipit peroksitlerini
etkisizlestirir.

Kloroplast, sitozol,
mitokondri, endoplazmik
retikulum

1.3.1 Enzimatik olmayan antioksidanlar

Antioksidanlar, enzimatik olmayan koruyucu mekanizmalarda ROT temizlemesinde
dogrudan katilirlar. Bu maddeler ROT ile dogrudan reaksiyona girebilir, onlarin daha
zararsiz sekillerini olusturabilir ve ROT temizleme isleminde onemli bir rol oynayan
enzimlerin substrati olarak kullanilabilir. Bunlar askorbik asit, glutatyon, karotenoidler,
fenoller ve flavanoiddir (Okunlola vd., 2017).

1.3.1.1 Askorbik asit

Askorbik asit (C vitamini, AsA), suda

¢ozlinebilmektedir ve en genis boyutlu calisilan antioksidanlardan bir tanesidir. Stres

hiicrelerde fazla oranda vardrr,

fizyolojisi, biiylime-gelisme, hiicre farklilagsmasi gibi cesitli fizyolojik siireglere etki
etmektedir (Foyer, 1993; El-Beltagi ve Mohamed, 2013). ROT miktarindaki artisa bagh
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olarak olusan hasarlarin minimum seviyeye disiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Gill
ve Tuteja, 2010). Bitkilerin mitokondrilerinde sentezlenmektedir, proton hareketi veya
diftizyon ile kloroplast, sitozol, vakuol, apoplast ve peroksizom gibi bitki kisimlarmna
transfer edilmektedir (Horemans vd., 2000; Gill ve Tuteja, 2010). Antioksidan olarak gorevi
dogrudan O2°, OH ve H;0’yi temizleyerek membranlar1 korumaktir (Noctor ve Foyer,
1998). AsA, pH araciligi ile PSIl aktivitesini diizenlemektedir. Bu diizenleme
fotooksidasyon  tepkimelerini  engellemede  gorev  aldigmi  gostermektedir
(Karuppanapandian vd., 2011). AsA okside o-tokoferol radikalini indirgeyerek o-
tokoferoliin yeniden serbest radikalleri yakalayici antioksidan olarak gorev almasini

saglamaktadir (El-Beltagi ve Mohamed, 2013).

1.3.1.2 Glutatyon

ROT’dan kaynaklanan oksidatif strese karsi korumada gorev alabilmesi ic¢in
glutatyon indirgenmis sekilde bulunmalidir (Meyer, 2008). GSH, glutatyon-S-transferaz
tarafindan katalizlenerek detoksifikasyon sisteminde ve glutatyon peroksidaz tarafindan
katalizlenerek antioksidan sistemde rol oynamaktadir. Her iki enzimde hiicresel GSH
havuzunu kullanir. Ancak antioksidan reaksiyonlarin bir sonucu olarak oksitlenmis
glutatyona (GSSG) doniistiiriiliir. Glutatyon rediiktaz, GSH'nin GSSG'den NADPH'ye baglh
bir sekilde geri kazanilmasini katalize eden tek enzimdir (Jozefczak vd., 2012; Bankapalli
vd., 2015; Ozaslan vd., 2018; Ceylan vd., 2019; Demir, 2019; Turkan vd., 2019).

Glutatyonun indirgenmis formu, en fazla kloroplastta olmak tizere bitki kisimlarinin
cogunda bulunmaktadir (Dat vd., 2000). ATP’ye baglh tepkimeler neticesinde iiretilen diisiik
molekiil agirlikli bir tripeptid glutatyon (y glu-cys-gly; GSH) bilesigidir (Arora vd., 2002).
GSH yapimi1 ATP’ye bagli 2 asamada olmaktadir. Birinci asamada glutamat-sistein ligaz
(GCL), Cys ve Glu’dan y-glutamilsistein meydana gelmesini katalizler. Ikinci asamada GSH
meydana getirebilmek igin glutatyon sentaz (GS) y-glutamilsisteine Gly ilave eder. GSH,
GSSG’nin meydana geldigi bir¢ok hiicresel tepkimede substrat olarak fonksiyon yapar. GSH
ve GSSG arasindaki denge hiicresel redoks halinin korunmasi igin gereklidir (Foyer, 1976).
GSH; normal kosullarda siilfat tasinimimin diizenlenmesi, sinyal iletimi, hiicre farklilagmasi,
hiicre 6limii, patojen direnci ve strese cevap veren genlerin ifadesi gibi birgok fizyolojik
olayda gérev almaktadir (Xiang vd., 2001; Noctor vd., 2002; Mateo vd., 2006).
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GSH, hiicrenin yiikseltgenme indirgenme dengesini muhafaza eden 6nemli bir
indirgen ve antioksidandir. Serbest radikaller ve peroksitlerle tepkime yaparak hiicreleri
oksidatif hasara kars1 savunmaktadir. GSH; 1O, H202 ve en toksik ROT olan OH' radikalinin
potansiyel slipiiriiciistidiir (Briviba vd., 1997). Stres varliginda proteinlerdeki siilfidril (-SH)
gruplarin1 rediikte durumda tutarak onlarin okside olmasmi Onler. Bdylece, islevsel
proteinlerin ve enzimlerin inaktive edilmesini 6nlemektedir (Mytilineou vd., 2002). GSH,
hiicresel agir metal yogunlugunun denetlenmesinde 6nemli fonksiyona sahip protein
karbonillerin onciisiidiir. Agir metal stresine kars1 agir metal iyonlarini selatlamaya yardim
eden fitoselatin sentaz yolu ile fitoselatinlerin meydana gelmesine yardimci olmaktadir
(Mytilineou vd., 2002). GSH, ROT un artan miktarina bagli olusabilecek lipit peroksidasyon
tepkimeleri ile meydana gelen peroksitleri zararsiz bilesenlere doniistiirerek membran
yapismi kararli bir duruma getirmektedir (Price vd., 1990). GSH ayr1 olarak, askorbat-
glutatyon dongiisiinde indirgenmis askorbik asidin meydana gelmesini saglamakta, H>0.’yi
detoksifiye etmekte, antioksidan savunma sisteminde 6nemli bir rol almaktadir. Kuvvetli
stres ile kars1 karsiya olan bitkilerde genellikle indirgenmis glutatyon miktarmin azalmast,
redoks halinin bozulmasma bitki dokularinda okside bigimdeki glutatyon miktarinin

artmasina ve oksidatif hasarm olusmasina neden olmaktadir (Tausz vd., 2004).

1.3.1.3 Prolin

Prolin, osmolit olmasmin yani sira stres kosullar1 altinda redoks potansiyelini
tamponlayan, hiicresel homoestazisi dengeleyen, serbest radikalleri temizleyen, hiicre
membran1 ve proteinleri igeren hiicre alt1 yapilar1 stabilize etme kapasitesi ile tanman bir
aminoasittir (Szabados ve Savouré, 2009). Prolin, en énemli hiicre ¢dziinenlerinden biridir.
Yiiksek prolin konsantrasyonu su stresine tolerans gostergesi olarak kabul edilir (Liu vd.,
2014a). Kuraklik stresi sonucu dokuda prolin birikimi, diisiik su potansiyeline verilen ancak
spesifik olmayan bir yanit olarak degerlendirilebilmektedir. Prolin ozmotik olarak etkin bir
maddedir. Bitki hiicrelerinde yararlanilabilir azot birikiminin diizenlenmesinde gérevlidir.
Potansiyel bir antioksidan ve programlanmis hiicre oliimii inhibitérii olarak distiniiliir
(Ashraf, 1994). Yiiksek konsantrasyonlardaki prolin, hiicresel ozmotik ayarlamasina, ROT
detoksifikasyonuna, membran biitiinliiglinlin korunmasina ve enzimlerin/proteinlerin
aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gostermeyerek bitkileri ¢evresel streslerden koruyabilir
(Ashraf, 2009). Bazi arastirmacilar da prolinin uyum prosesinin bir unsuru oldugunu ve

coklu yanitlarin etkinlestirilmesi i¢in gerekli diizenleyici mekanizmalarda gorev aldigini
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ileri stirmiistiir (Lutts vd., 1996). OH" siiplirme giicii agisindan sorbitol, mannitol, myo-
inositol ve prolin kiyaslandiginda prolinin daha etkin bir siipiirme giicii oldugu ortaya
cikmistir (Smirnoff ve Cumbes, 1989). Bu nedenle prolin yanlizca 6nemli bir redoks sinyal
molekiilii olmakla kalmayip bununla birlikte bitkilerde tuz, metal ve kuraklik stresi
kosullarinda meydana gelen ROT un etkili bir siipiiriictisiidiir (Alia ve Saradhi, 1991).

1.3.1.4 Karotenoidler

Karotenoidler, bitki dokularmin plastidlerine lokalize olmus yagda ¢dziinebilen
molekiillerdir. 400-550 nm dalga boyundaki 1sik enerjini absorblayarak fotosentezde
kullanilmak tizere Klorofillere transfer ederler. Bu nedenle karotenoidler aksesuar (yardimci)
pigment olarak adlandirilirlar (Sieferman-Harms, 1987; EI-Beltagi ve Mohamed, 2013; Taiz
vd., 2019).

Karotenoidler énemli dogal pigmentlerdir. Sari, turuncu, pembe ve kirmizi renk
gosterirler. Neredeyse yiikksek bitkilerin tiimiinde, alglerin c¢ogunda ve bir¢ok
mikroorganizmada bulunan karotenoidler hidrokarbonlar (likopen, karoten, a-karoten ve -
karoten) ya da bunlarin oksijenli tiirevleri (lutein, ksantofiller, zeaksantin, a-kriptoksanin ve

B-kriptoksan, astaksantin, kantaksantin) olarak bulunur (Erzi, 2019).

Karotenoidler 1s1gin ve oksijenin zararl etkilerine kars1 foto-koruyucu bir ajandir.
Karotenoidler ¢ok fazla 15181 gevreye 1s1 bi¢iminde vererek ya da ROT’lar1 detoksifiye edip
lipid peroksidasyonunu azaltarak tiim fotosentetik organizmalar1 151¢in neden olacagi
hasarlara kars1 korumaktadir. Ayrica karotenoidler; ti¢lii uyarilmis klorofil molekiiliiniin
(ChP), '02’den ve fotosentez esnasinda olusacak diger ROT’larin zararli etkilerine karsi
fotosentetik aygit1 korumaktadir (Collins, 2001). Oksijenin O, durumuna getirilmesi,
enerjiyle meydana gelir. Bu enerji klorofil yardimiyla isiktan saglanir. Bitkilerde O~
radikalini parcalayan enzimler bulunmasina ragmen karotenoidler ya Chl*’den ya da !O2’den
uyarilmis elektronlar1 alarak dogrudan veya dolayli Oz~ radikallerinin olusumunu engeller
(Kadioglu, 2011). Oz, DNA hasari, proteinlerin inaktivasyonu veya lipid peroksidasyonu
gibi zararli etkilere yol agabilir. ChP azaldiktan sonra olusan karotenoid iigliisii kolayca
enerjisini kaybeder ve orijinal haline geri déner. Karotenoidlerin polien zincir uzunlugu, 1O,

stipiiriilmesinden kimyasal olarak sorumludur (Erzi, 2019).

Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi iizerine konjuge cift bag sayisi, agik zincir ve

oksijen eksikligi etki etmektedir. Konjuge ¢ift baglarin sayis1 karotenoid molekiiliinde
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arttikca antioksidan etkisinin de arttigi bildirilmektedir (Kobayashi ve Sakamoto, 1999).
Likopen onbir konjuge ve iki konjuge olmayan ¢ift baga sahiptir ve dogal karotenoidlerin en

etkili 102 sondiiriiciisiidiir (Krinsky, 1998).

B-karoten, zincir kirict 6zelligi sayesinde lipit peroksidasyonu tepkimelerini
sonlandirmakta, stres swrasinda oksidatif hasara karsi membran stabilitesini korumaya
yardimc1 olmaktadir. B-karoten ve lutein, hiicreleri lipid peroksidasyonundan ve membran
hasarindan korumak icin laktat dehidrogenazin hiicreden salinimini azaltarak kontrol

etmektedir (Howitt ve Pogson, 2006; Namitha ve Negi, 2010).

Ksantofiller siddetli 151k altinda fotosistem antenlerindeki uyarilma enerjilerinin
biiylik bir kismini fitokimyasal yatistirma denilen bir olayla 1s1 enerjisine doniistiirerek,
fotodinamik hasardan bitkileri korur. Fotokimyasal olmayan yatistirmada ii¢ farkl ksantofil
bilesigi gorev alir. Yiiksek 151tk kosullarinda violaksantin, sirasiyla anteraksantin ve
zeaksantine doniistiiriiliir. Meydana gelen zeaksantinin protonlarla birlikte 151k yakalayici
anten proteinlerine baglanmasi yatistirmaya neden olur ve enerjisinin 1s1 seklinde ortama
yayilmasi saglanir. Boylece asir1 151k altinda yapraklarda ROT olusmasi engellenir ve

fotosentetik aygit bu yolla korunmus olur (Kadioglu, 2011).

1.3.2 Enzimatik antioksidanlar

Bu sistemde bulunan enzimatik antioksidanlar genel olarak hiicrelerde biriken
ROT’larm daha az zararsiz sekillere doniismesini saglamaktadir ve Askorbat-Glutatyon
(AsA-GSH) dongiisii olarak adlandirilan mekanizmaya ait bilesenlerin kontroliinii yaparak
bitkileri stresin olumsuz etkilerine karsi savunmaktadir (Arslan, 2019). Enzimatik sistem
SOD, CAT, POD, APX, GST, GR gibi enzimleri igerir.

1.3.2.1 Siiperoksit dismutaz

SOD (EC 1.15.1.1.) antioksidan savunma sisteminin Kilit enzimidir. Bu enzim bir
metalloenzim grubu antioksidandir. Ik kez 1969°de McCord ve Fridovich tarafindan
tanimlanmistir (Murray vd., 1993; Gill ve Tuteja, 2010). Genel olarak bitkilerin kloroplast,
peroksizom, sitozol ve mitokondri organellerinde bulunmaktadir. SOD merkezinde bulunan
aktif bolgesinde bulunan metal kofaktorlere gore, Cu-Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD olarak
ti¢ ayr1 grupta incelenmektedir (Mittler, 2002; El-Beltagi ve Mohamed, 2013). SOD’un tiim
tipleri Oz~ radikalinin bir dismutayon reaksiyonu ile H202 ve molekiiler Oz doniistiiren
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tepkimeyi katalizlemektedir (Karuppanapandian vd. 2011). Bu tepkime dogal
dismutasyondan 10.000 kat daha hizlidir (Blokhina vd., 2002). Boylelikle O2 radikalinin
detoksifikasyonu ile Haber-Weiss reaksiyonu sonucu OH' radikalinin meydana gelme

thtimali azalmaktadir.

20,7+ 2H* S22 5 H,0, + 02

Bitki hiicrelerinin sitoplazma ve kloroplastlarinda, Cu-Zn-SOD ¢ok boldur. Mn-SOD
mitokondri ve peroksizomlarinda, Fe-SOD kloroplastlarinda bulunmaktadir (Yost ve
Fridovich, 1973; Ferreira vd., 2002).

Stres kosullarinda meydana gelen oksidatif hasarlara bagli olarak SOD enziminin hem
hiicresel zarar1 hem de koruyucu yanitlari indiikledigi ve stres esnasinda SOD aktivitesinde

degisimler oldugu bildirilmektedir (Karuppanapandian vd., 2011).

1.3.2.2 Katalaz

CAT (EC 1.11.1.6), yapisinda tetramerik demir bulunduran, stres kosullarinda ROT
detoksifikasyonu i¢in zorunlu olan hemoprotein grubu bir enzimdir. Katalaz enzimi,
bitkilerde peroksizom ilk swrada olmak {izere sitozol, sitoplazma ve mitokondrilerde
uretilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010; Rocha vd., 2015). CAT peroksizomlarda olusan,
H>0>'in dogrudan H>0 ve O2’ye doniisiimiinii katalizleyerek hiicreleri stresin neden oldugu

hasara kars1 savunmaktadir (El-Beltagi ve Mohamed, 2013).

H20, % 2H,0 + Oy

CAT enzimi, yag asitlerinin -oksidasyonu, glioksilat dongiisii ve piirin katabolizmas1
gibi metabolik tepkimeler neticesinde peroksizomlarda olusan H202’in detoksifikasyonunda
rol oynamaktadir (Karuppanapandian vd., 2011). CAT ¢ok yiiksek devir hizi oranina sahip
enzimlerden biridir. Her bir dakikada bir molekiil CAT neredeyse alt1 milyon H20»
molekiiliinii H20 ve Oz’e ayirmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010; Noriega vd., 2007). Farkl tiir
bitkilerde CAT’m ii¢ degisik izoformu mevcuttur (Vandenabeele vd., 2004). CAT 1, polen
ve tohumlarda (peroksizomlar ve sitozol), CAT 2 fotosentetik dokularda, koklerde ve
tohumlarda (peroksizomlarda ve sitoplazmada), CAT 3 ise yapraklarda ve vaskiiler
dokularda mitokondride ifade edilmektedir (Das ve Roychoudhury, 2014; Yang vd., 2020).
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Peroksizom ve glioksizomlarda sirasiyla fotorespirasyon ve yag asitlerinin f-oksidasyonu
esnasinda meydana gelen H20O2’yi uzaklastirmaktadir (Sandalio ve Romero-Puertas, 2015).
CAT’mn, H202’ye ¢ok diisiik bir affinitesi vardir (Sandermann, 2004).

1.3.2.3 Glutatyon peroksidaz

GPX (EC 1.11.1.12) enzimi 1957’de Mills tarafindan hayvan eritrositlerinden izole
edilmis hemoprotein grubu bir enzimdir (Arteel ve Sies, 2001; Bela vd., 2015). GPX katalitik
tepkimesi igin substrat, H2O» veya organik bir peroksit olan ROOH'1 kullanmaktadir. GPX,
ayn1 anda GSH'y1 oksitlerken peroksitleri suya veya alkole pargalamaktadir. GPX, substrat
olarak H»O; i¢in katalaz ile rekabet etmekte ve diisiik seviyelerde oksidatif strese karsi
korumaktadir (Kalinina vd., 2014). Oksidatif stresler esnasinda ortaya ¢ikan H2O> ve lipid
hidroperoksitlerinin detoksifikasyonu i¢in GSH" indirgeyerek bitki hiicrelerinin oksidatif
stres ile savasma yardim etmektedir (Deaton ve Marlin, 2003; Gill ve Tuteja, 2010;

Lukitaningsih vd., 2019).

ROOH +2 GSH _%"X 5 ROH + H,0 + GSSG

H02+ 2GSH —CPX 5, GSSG + 2 H.0

GPX’in bitkilerde sitoplazma, kloroplast, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi
organellerde olduklar1 belirlenmistir (Millar vd., 2003). GPX’ler molekiiler yapilarina gore
ii¢ tipte incelenir. Bunlar; aktif bolgesinde selenyum bulunduran selenyum bagimli GPX'ler
(Se-GSH-PX), nonselenyum bagimli fosfolipid bulunduran hidroperoksit GPX'ler (PL-
GSH-PX) ve GPX aktivitesini gosteren glutatyon transferazlar (GST)’dir. Se-GSH-PX’ler
GSH oksidasyonu vasitasiyla H2O> gibi ROT’lar1 ve farkli hidroperoksitlerin yikimini
katalizlemektedir. PL-GSH-PX’ler fosfolipid hidroperoksitlerin alkollere indirgeyerek
tokoferollerin yoklugunda membranlar1 peroksidasyonlara karsi savunmaktadir (Halliwell

ve Gutteridge, 1999; Cnubben vd., 2001; Antony vd., 2016).

1.3.2.4 Askorbat peroksidaz

APX (EC 1.11.1.11) enzimi AsA-GSH dongiisiiniin kilit komponenti olarak bilinen
ilk enzimdir. APX, oksidatif stres esnasinda ortaya ¢ikan ROT’larin miktarlarinin zararsiz
diizeye indirilmesinde rol oynamaktadir (El-Beltagi ve Mohamed, 2013). APX yiiksek

bitkilerde, alglerde, dglenalarda ve diger organizmalarda bulunmaktadir (Mhamdi ve Van
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Breusegem, 2018). APX, CAT ile ayn1 goreve sahiptir ve CAT’a gére H202’ye kars1 afinitesi
daha ytiksektir. Bu sayede stresler sirasinda daha etkin koruma saglamaktadir. CAT yanlizca
peroksizomlarda meydana gelen H202’nin temizlemesini yaparken, APX kloroplast ve
sitozolde meydana gelen H>O>’leri temizlemektedir (Wang vd., 1999; Karuppanapandian
vd., 2011; Ozyigit vd., 2016). Bu gorevi askorbat1 indirgeyici ajan olarak kullanarak,
organellerde bulunan H20-'yi H.O ve MDA’ya indirgeyerek yapmaktadir (Noctor ve Foyer,
2016).

H>02+ AsA %MDA + H»0

APX enzim ailesinin, yliksek bitkilerin farkli hiicrelerinde aminoasit dizilislerine
bagl olarak farkli 6zelliklere sahip bes izoformu bulunmustur. Bunlar; stromal APX
(sAPX), tilakoid membranlara bagli APX (tAPX), sitozolik APX (cAPX), mitokondriyal
APX (mAPX) ve glikosizomlara bagli APX (gmAPX)’tir (Garg ve Manchanda, 2009).
Organellerde bulunan APX, organellerden yayilan H2O2'yi temizlerken, sitosolik APX ise
sitosol ve apoplastlardan yayilan H2Oz'yi temizlemektedir (Mittler ve Zilinskas, 1992;
Mittler, 2002).

1.3.2.5 Glutatyon-S-Transferaz

GST (EC 2.5.1.18) enzimi, detoksifikasyon metabolik yolunda, suda ¢6ziinen nihai
iriin olan merkapturik asit olusma siirecinde ilk basamagi katalizleyerek, homeostazisi
saglayan ¢ok fonksiyonlu bir enzimdir (Zari¢, 2018). GST’ler kataliz tepkimelerinde,
elektrofilik substratlara glutatyon tripeptidin niikleofilik atagini kataliz etmektedir. Buna ek
olarak, oksidasyon ile meydana gelen fiiriinlerin ya da disaridan alinan yabanci toksik
maddelerin, diger makromolekiiller ile birlesmesini engelleyerek hiicre bilesenlerine zarar
vermeden atilmasini saglamaktadir. Bundan dolay1 GST’ler, ¢ok dnemli koruyuculuk gorevi

gbéren enzim gruplarindan birini olusturmaktadir (Armstrong, 1997; Higgins ve Hayes,

2011).

Bitki GST’leri birgok metabolik olayda rol oynamaktadwr. Bunlar; herbisit
detoksifikasyonu, hormon diizenlenmesi, antosiyaninlerin vakuolar ayrilmasi, tirozin
metabolizmasi, hidroperoksit detoksifikasyonu, apoptozisin diizenlenmesi ile biyotik ve
abiyotik streslere kars1 bitkinin verdigi cevaplardir (Dixon vd., 2010). GST’ler GSH’1n
destegi ile peroksitleri indirgeyebilmekte, sitotoksik ve genotoksik etki yapan bilesiklerin

21



radikal siipliriiclilerini meydana getirebilmektedir. GST’ler genellikle sitoplazmik
proteinlerdir. Ancak mikrozomal, plastidik, niiklear ve apoplastik izoformlar1 da

bulunmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010; Papalia vd., 2018.).

1.3.2.6 Glutatyon rediiktaz

GR (EC 1.6.4.2) oksidatif streslere karsi savunmada miihim bir yeri olan AsA-GSH
dongiisiiniin bitiminde bulunan flavoprotein oksidorediiktaz grubundan bir enzimdir (Gill ve
Tuteja, 2010; Sharma vd., 2012). Bitkilerin, kloroplastlarinda yaygin olarak bulunurken
mitokondri, sitozol ve peroksizomlarinda da rastlanmaktadir (Garg ve Manchanda 2009).
AsA-GSH dongiisiinde olusan tepkimeler sonucu ROT’larin temizlenmesinde aktif olarak
gorev alan GSH molekiilii oksitlenmektedir. GR, bu oksitlenmis glutatyondan (GSSG),
NADPH'y1 bir indirgeyici ajan olarak kullanarak indirgenmis glutatyonun (GSH) geri
kazanimimi katalizleyerek GSH/GSSG oranini korumak i¢in gerekli olan onemli bir

antioksidan enzimdir (Karuppanapandian vd. 2011; Giiller vd., 2020).

GSSG+ NADPH —CER 5, 2GSH + NADP

Bu oran korunmadigi zaman, tiyol gruplarmin oksitlenmesini engellemede
indirgeyici gérevi olan GSH molekiilii yetersiz kalmaktadir. Bu durumda ROT miktarlarinda
artisa neden olarak bitkilerin yasamlar1 tehlikeye sokmaktadir (Asada, 2000). Bitkilerde, GR
aktivitesinin artmast1 GSH birikimini artirmaktadir. Boylece oksidatif streslere karsi
bitkilerde dayaniklilik ve toleranslar olusabilir (Apel ve Hirt, 2004; Shereefa ve

Kumaraswamy, 2016).

1.4 Lipid peroksidasyonu

Lipidler, hiicre fonksiyonlarini kontrol eden ve hiicrelerin biitiinliigiinii devam ettiren
hiicre membranmin biiyiikk bir bolimiinii olusturan temel bilesenleridir. Hiicre
membranlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin ROT ile reaksiyona girmesi
sonucu peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan, malondialdehit
(MDA) gibi gesitli tirlinlere yikilmasina lipid peroksidasyonu denir (Biiyiikuslu ve Yigitbasi,
2015). Lipid peroksit miktarinin artmasi sonucu hiicre zarmin akiskanligini azalmaktadir ve

buna bagli olarak hiicresel fonksiyonlarda bozukluklar meydana gelmektedir.
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Peroksidasyon, siiperoksit veya hidroksil gibi radikallerin ¢oklu doymamis yag
asitlerinin yapisindaki metilen grubundan bir hidrojen atomunu ¢ikarmaktadir ve bunun
sonucu olarak lipid radikali olugsmaktadir (Smirnoff, 2000; Karabulut ve Giilay, 2016).

RH+ OH ——> R+ H,0
(Lipid) (Lipid radikali)

Sonraki asamalarda, olusan lipid radikaline atmosferik oksijenin ilave edilmesi ile
lipid hidroperoksi radikali meydana gelmektedir. Meydana gelen bu radikal ¢oklu doymamis
yag asitlerinin yan zincirlerinden bir hidrojen atomunu c¢ikararak peroksidasyon zincir
reaksiyonunu daha da ilerletip lipid hidroperoksitlerinin olusturarak reaksiyon siirmektedir
(Garg ve Manchanda, 2009).

R+ 0, — ROO
(Lipid peroksil radikali)

ROO + RH — ROOH + R
(Lipid hidroperoksit radikali)

Sonlandirma asamasinda, ortamda antioksidanlar bulunmuyorsa olusan lipid
hidroperoksitler Fe*? gibi indirgenmis metallerle reaksiyona girerek boliinebilirler veya
ayrigarak lipid alkoksil radikalleri ve aldehitler, alkanlar, lipid epoksitler gibi bitkiler i¢in
daha zarar verici {riinleri olusturabilirler (Gill ve Tuteja, 2010; Das ve Roychoudhury,
2014).

ROOH + Fe*?— RO+ Fe*3
ROOH- — ROO + RO

Meydana gelen peroksidasyon iriinleri, antioksidan sistemler tarafindan
temizlenmezse veya bulunduklar1 yerlerden yayilmalar1 6nlenmezse membran biitiinliigi
bozulur. Bu radikaller biyolojik membranlarda membran akiskanliginin bozulmasina, sizint1
artisina, membran potansiyelinde azalmaya, mebranlarin H* ve diger iyonlara karsi
gecirgenliginin artmasina yol acarak membranlarin par¢alanmasina, bunlarin sonucu olarak
da hiicre hasarlarmna veya hiicre liimlerine neden olur (Garg ve Manchanda, 2009). Ug veya
daha fazla ¢ift bag bulunduran yag asitlerinin peroksidasyonu ile MDA meydana gelir. Stres
sirasinda oksidatif hasarin ve lipidlerin zararlanma derecesini tespit etmenin en iyi yolu
MDA gibi lipid peroksidasyonunun nihai {irtinlerini 6lgmektir (Ercan, 2008; Rasool vd.,
2013).

23



1.5 Fenolik bilesikler

Flavonoidler, tanenler, hidroksisinnamat esterler ve lignin gibi fenolik bilesikler,
bitki dokularmda bol miktarda bulunan sekonder metabolitlerdir. Bitkilerde pentoz fosfat,
sikimat ve fenilpropanoid yollarindan tiirevlenmektedir. Fenolik bilesikler farkli bitkisel
stiregclerde aktif rol almakta, bitkide biyotik ve abiyotik strese karsi savunma

mekanizmalarina katilmaktadirlar (Awika vd., 2003; Atak ve Uslu, 2018).

Fenolik bilesikler yapisal olarak aromatik bir halka ile bir veya daha fazla islevsel
OH' gruplarindan olusmaktadir ve bu bilesiklerin tiim gruplar1 genellikle polifenol olarak
adlandirilmaktadir (Aberoumand ve Deokule, 2008). Polifenollerin kimyasal yapist ROT
temizleme aktivitesi i¢in idealdir. Polifenoller, tokoferol ile askorbattan daha etkili
antioksidanlardir ve en yaygin meydana gelen, her yerde bulunan bitki metabolitlerinden
biridir (Schroeter vd., 2002). Bu bilesiklerin antioksidatif 6zellikleri hidrojen ya da elektron
vericileri olarak yiiksek reaktifliklerinden, polifenol tiirevli radikalin stabilize olmasindan,
eslenmemis elektronu ve gecis metali iyonlarin1 selatlama yeteneklerinden kaynaklanir
(Rice-Evans vd., 1997; Foti ve Amorati, 2016). Fenolikler lipid metabolizmasini degistirme
ve zarlarin akiskanligini azaltma yoluyla flavonoidlerin peroksidasyon kinetigini
degistirebilirler. Bu degisiklikler, serbest radikallerin difiizyonunu engelleyebilir ve
peroksidatif reaksiyonlar1 kisitlayabilir. Antioksidan olarak fonksiyon gosteren fenolikler,
serbest radikal zincirlerini sonlandirici ve lipid peroksidasyonu katalizleyebilen redoks-aktif

metal iyonlarmin baglayicilar1 olarak da gorev alirlar (Schroeter vd., 2002).

Fenoller, antioksidan aktiviteye sahip olan ve serbest radikalleri temizlemek i¢in
ikincil bir savunma gorevi goren sekonder metabolitlerdir. Fenolik bilesikler O, kaynakli
Fenton reaksiyonunu azaltabilir (Jahan vd., 2020). Ayrica, hidroksil radikalini hapsederek
fazla nikeli deaktive eden metallerin selatlama potansiyeline sahiptirler (Kidd vd., 2001;
Michalak, 2006; Verdan vd., 2011).

1.6 Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metotriptamin, MEL) ilk olarak 1958’de sigirin epifiz
bezinden izolasyon yontemiyle elde edilen indol amin triptofan tiirevidir. Yarim yiizyih
askin bir siiredir varlig1 tespit edilmis olan melatonin omurgalilarda iyi karakterize olmus

bir nérohormon olarak bilinir (Lerner vd., 1958). MEL’in molekiil formiilii C13H1sN202,
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molekiil agrhigr 232,28 g mol™’diir ve kimyasal yapisi Sekil 1.4’de gosterilmektedir
(Claustrat vd., 2005).

H
N _CH
H;CO 8
O
N
H

Sekil 1.4 : Melatoninin kimyasal yapis1 (Claustrat vd., 2005)

MEL uzun zaman yalnizca hayvanlara ait bir diizenleyici veya hormon olarak kabul
edilmistir (Reiter, 1991). Bu fikir, melatoninin ilk olarak alglerde kesfedilmesiyle
(Poeggeler ve Hardeland, 1994) degismistir ve degisik bitkilerin dokularmmda da
bulunabilecegi diisiintilmiistiir. 1995 yilinda iki grup arastirmaci birbirlerinden habersiz
MEL’in bitkilerde de bulundugunu kesfetmislerdir (Dubbels vd., 1995; Hattori vd., 1995).
Sonuglar1  1995’e¢  kadar yaymlanmasada, MEL 1993’te Pharbitis nil (Japon
giindiizsefasinda)’de bulunmustur (Arnao, 2014). Yiiriitiilen arastirmalar sonucunda bir¢ok
bitki tiirtiniin tohumlari, meyveleri, yapraklar1 ve koklerinde MEL miktariin epey yliksek
oldugu tespit edilmistir (Reiter, 1999; Tettamanti vd., 2000; Reiter vd., 2007). Sonrasinda
bu molekiil hakkinda arastirmalar yapilmaya baglanmistir. Endojen bir hormon olan MEL’in
bakteri, mantar, hayvan ve bitkide yaygin olarak bulundugu kanitlanmistir (Lin vd., 2019;
Qiao vd., 2019). MEL’in bitkilerde, bir bitki hormonu yerine potansiyel bir biiylime uyaricisi
oldugu kabul edilmektedir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2019; Arnao ve Hernandez-Ruiz,
2020).

Bitkilerdeki MEL miktar1 tiirden tiire, ayni tiiriin i¢erisindeki genotipler veya cesitler
arasinda, hatta ayni genotipin bireylerinin farkli biiylime evreleri iginde de degisiklik
gosterdigi ifade edilmistir (Dubbels vd., 1995; Hattori vd., 1995; Posmyk ve Janas, 2009).
Mesela, yesil domates meyvelerinde MEL miktar1 diisiik diizeyde iken olgun ve kirmizi
renkli meyvelerde ise daha yiiksek miktarda oldugu tespit edilmistir (Van Tassel vd., 2001).
Bitki organlari arasinda en yiiksek MEL miktar1 genellikle generatif organlarda, meyvelerde
ve tohumlarda vardir. Tomurcuklarda ve kurumus tohumlarda MEL’in yiiksek olmasmin
nedeninin antioksidan savunma sisteminde gorevi olmasindan kaynaklanabilecegi

belirtilmektedir (Paredes vd., 2009; Posmyk ve Janas, 2009).
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1.6.1 Melatonin biyosentezi

MEL biyosentezi bitkiler, hayvanlar, algler ve bakteriler ile birlikte tiim canlilarda
aromatik bir aminoasit olan triptofandan (Trp) baslamaktadir. Triptofan yanlizca MEL’in
degil, ayn1 zamanda tiim bitki ve hayvanlarda mevcut olan serotoninin (Ser) ile bitkisel bir
hormon olan indol-3-asetik asitin (IAA) de yapimmin basladigi oncii molekiildiir.
Triptofandan tiiretilen indol bilesikleri bitkilerde yaygindir. IAA ve MEL, oldukg¢a benzer
bir molekiiler yapiya sahiptir. Benzer bir yapiya sahip molekiillerin genellikle benzer
fonksiyonlara sahip olmasi nedeniyle, MEL’in bitkilerde oksin benzeri aktiviteye sahip
oldugu distiniilmektedir (Sekil 1.5) (Reiter vd., 2015; Back vd., 2016).

(o)
OH
NH, =
N
N
H
Triptofan / / \ NH,
\Crg—/ Serotonin

Cfc« H  (5-hidroksitriptamin)

IAA
(indol-3-asetik asit)

NH,

Triptamin

IZ .

- —

Melatonin
(N-asetil-3-metotriptamin)

Sekil 1.5 : MEL’in biyosentez asamalar1 (Reiter vd., 2015; Back vd., 2016)

Bitkilerdeki MEL biyosentezi, iki farkli yol izlemektedir. Birinci yol normal kosullar
altinda  yetisen ya da  gen¢  bitkilerde  goriilmektedir. Bu  yolun
triptofan/triptamin/serotonin/N-asetilserotonin/melatonin  sirasiyla  gerceklestigi  ortaya
konulmustur (Sekil 1.6, 1 nolu yol). Ikinci yol &zellikle yaslanmadan dolay: yiiksek
miktarlarda serotonin tretildigi durumda gorilmektedir. Bu yolda MEL biyosentezi
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triptofan/triptamin/serotonin/5-metoksitriptamin/melatonin sirasiyla gergeklesir (Sekil 1.6,
Il nolu yol) (Back vd., 2016).

I nolu yolun ilk asamasinda triptofan dekarboksilaz (TDC) enziminin katalizlemesi
ile triprofan triptamine doniismektedir. TDC, MEL sentezinde kisitlayici olan enzimlerden
birini olusturmaktadir. Ciinkii bitkilerde bu enzimin ifade diizeyinin ¢ok diisiik degerlerde
seyrettigi ifade edilmistir (Zhao vd., 2012). Triptaminden serotonine doniisiimii yapan ve
sentez yolunun ikinci basamagni katalize eden enzim triptofan hidroksilaz (T5H) enzimidir
(Kang vd., 2013). Serotonin, bitkilerde MEL sentezinin meydana gelmesinde mutlaka
gerekli olan bir ara maddedir (Back vd., 2016). MEL’in sentez yolu iizerinde gorev alan son
enzimler serotoninin N-asetilseratonine doniistimiinii  diizenleyen N-asetiltransferaz
(SNAT), N-asetilserotoninin MEL’e doniisiiniimii  kontrol eden N-asetilserotonin
metiltransferaz  (ASMT) ve Hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimleridir.
HIOMT ve ASMT enzimlerinin ortamda bulunus oranlarmin MEL seviyesini belirlemekte
oldugu saptanmistir (Byeon vd., 2014). MEL sentez yolagindaki enzim reaksiyonlar1 dizisi
ara maddenin hiicre i¢cindeki yerini ve MEL olusumunu degistirmektedir. MEL sentezinde
rolii olan son enzim SNAT olursa kloroplastlarda (IT nolu yol), ASMT/HIOMT olursa
sitoplazmada (I nolu yol) gerceklestigi bildirilmistir (Sekil 1.6) (Back vd., 2016).

.
N / "

N
| TRIFTAMIN || SHIDROKSITRIPOPAN |
/

T5H T5H
DC

SNAT ASMT/HION
s e
L vol vol
ASMT/HIOMT

IL
Sekil 1.6 : Bitkide melatonin sentez yolagi (Back vd., 2016)
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1.6.2 Melatoninin fizyolojik gorevleri

MEL bitki biliylimesi ve gelisimi, koklenme, tohum c¢imlenmesi, rizogenez,
fotosentez, ozmoprotektanlar, yaprak senesinde gecikme, meyve olgunlagmasi, diferansiyel
gen ckspresyonu ile fizyolojik siireclerin kontrol edilmesi gibi g¢esitli fizyolojik

fonksiyonlarda rol oynamaktadir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2019; Ahammed vd., 2020a).

Bitkilerde MEL’in 24 saatlik ritim diizenleyici olarak gorev aldigi ve MEL
miktarmin genel olarak karanlikta arttig1 bildirilmektedir (Wolf vd., 2001). 12 saat aydmlk
12 saat karanlik 151k rejimi altinda yetistirilen 15 giinlik Chenopodium rubrum L. (Kaz
ayag1) bitkilerinde MEL igeriginin aydinlikta ¢ok diisiik diizeyde oldugu, karanlik periyodun
sonlarina dogru ise en yiiksek seviyeye ulastig1 belirlenmistir (Kolar vd., 1997). Bazi
arastirmacilar ise MEL’in giin batimindan hemen 6nce miktarmin en yiiksek seviyeye
ulastigini bildirmistir (Tan vd., 2007a). Uziim danelerinin kabuklarinda 24 saatlik zaman
diliminde MEL i¢erigindeki degisim belirlenmistir. En yiiksek MEL igerigi giines dogarken
tespit edilmis ve ileriki saatlerde ise diisiis gostermistir. Bunun nedeni olarak MEL igeriginin
sirkadiyen ritim tarafindan kontrol edilmesi ve aydinlik donemde MEL’deki azalmanin solar
radyasyon stresine kars1 antioksidan sistemin devreye girmesinden kaynaklanan asir1t MEL

tiiketiminin olabilecegi bildirilmistir (Boccalandro vd., 2011).

Bitkilerde MEL seviyesinin gen¢ ve iiretken organlarda daha yiliksek oldugu
yaslanma ile miktarinin azaldig1 bildirilmektedir (Posmyk ve Janas, 2009). iki giinliik bir
sarmasik tiirti olan Pharbitis nil fidelerinde MEL miktarinin yash bitkilere kiyasla alt1 kat
daha yiiksek oldugu ifade edilmektedir (Van Tassel vd., 2001). Etiyollesmis Hypericum
perforatum L. (Sar1 kantaron) dokularinda MEL miktarmin 1sikta yetistirilenler ile
karsilagtirildiginda 15- 20 kat daha fazla oldugunu bildirilmektedir (Murch ve Saxena,
2002). Tiim bunlardan, karanlikta yetistirilen geng veya iiretken bitkilerde gozlenen yiiksek
MEL igeriginin bu iki faktoriin ortak sonucu oldugu belirtilmektedir (Karaca, 2013).

MEL’in oksin gibi davranarak bitki biiylimesi ve gelismesi iizerinde tesvik edici
gorev almasi birgok bitki tiiriinde ispat edilmistir. Murch ve Simmons (1997), MEL’in bitki
gelismesi ve bilylimesindeki roliinii anlamak {izere oksin, seratonin, MEL engelleyicileri
kullanmiglardir. Yiiksek igsel MEL miktarmm Hypericum perforatum L. bitkisinde kok
gelisimini buna karsiik MEL’in 6ncti maddesi olan seratonin miktarindaki artislarin ise
govde gelisimini tesvik ettigini belirtmektedirler. MEL’in etiyole olmus ac1 bakla fidelerinde
lateral kok ¢ikismni etkiledigi ve bu etkinin [AA’nin gosterdigi etkiye ¢ok benzer oldugu da
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bildirilmektedir (Arnao ve Hernandez-Ruiz., 2007). Bitkilerdeki MEL konsantrasyonunun
fazla olmasi1 olumsuz kosullardaki tohumlarin ¢imlenme oranini yiikselttigi (Posmyk vd.,

2009), yasam siiresini arttirdig1 (Zhao vd., 2011) ve bitkisel iiretim kalitesini iyilestirdigi
bildirilmektedir (Tan vd. 2012).

MEL hormonu, hayvanlarda oldugu gibi bitkilerde de bir antioksidan gibi koruyucu
etki gosteren ve 1s1k/karanlik sinyalizasyonunda gorev yapan 6nemli bir kimyasaldir (Reiter

vd., 2001).

1.6.3 Melatonin ve stres

MEL tuzluluk, kuraklik, asir1 sicakliklar (diisiik ve yiiksek sicakliklar), yiiksek 151k
yogunlugu, herbisitler, ultraviyole radyasyonu gibi biyotik ve abiyotik streslere karsi
toleransi artirarak ana regiilator goérevi gortir (Zhang vd., 2012; Wang vd., 2017; Jahan vd.,
2019; Ahammed vd., 2020a; Ahammed vd., 2020b; Moustafa-Farag vd., 2020).

Stres etmenlerinin bitkileri MEL sentezini tesvik ettigi diisiincesi, bitkilerde MEL’in
var oldugunun anlasilmasiyla ortaya atilmistir. Stres etmenleri ile karsi karsiya kalan
bitkilerde gorilen MEL miktarindaki kisa siireli artiglar, ozellikle oksidatif stresten
kaynaklanan zararl etkilere karsi bitkileri korumaya yonelik oldugu ifade edilmektedir. Tuz,
cinko, diisiik sicaklik, kuraklik gibi farkli stres kosullarinda arpa ve aci bakla bitkilerinde
icsel MEL miktarinin stres etmeninin siddetine ve uygulama zamanina gore onemli artis
gosterdigi bildirilmektedir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2009a; Arnao ve Hernandez-Ruiz,
2013).

Bitkilerde MEL’in gii¢lii antioksidan 6zellikleri oldugu ve yiiksek antioksidan
koruma saglayabildigi (Manchester vd., 2000; Terron vd., 2001; Reiter ve Tan, 2002; Reiter
vd., 2005; Maldonado vd., 2007) ile ilgili bir¢ok veri vardir. MEL bundan baska POD, GR,
SOD, CAT gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini diizenlemekte ve tesvik etmektedir
(Cardinali ve Pévet 1998; Teixeira vd., 2003; Allegra vd., 2003; Rodriguez vd., 2004; Reiter
vd., 2007). MEL hem suda hem de lipidlerde ¢6ziinebilmekte (Posmyk ve Janas, 2009) ve
tiim intraselliiler komponentlere rahatlikla ulagmaktadir. Bu sayede hiicre zarmi, organelleri
ve ¢ekirdegi etkin bir sekilde serbest radikallerin zararl etkilerinden koruyabilmektedir. C,
E ve K vitaminlerinden daha kuvvetli antioksidan 6zelliklere sahip olmaktadir (Poeggeler

vd., 2002). Bircok caligma melatoninin niikleik asitler, proteinler ve lipidler gibi kritik
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molekiillerin oksidatif zararlanma tehlikesini azalttigini gostermektedir (Sliwinski vd.,

2007).

Son zamanlarda MEL’in fizyolojik rolii, agir metal stres kosullar1 altinda kapsamli
bir sekilde incelenmistir: kadmiyum (Hasan vd., 2015, Hasan vd., 2019; Kaya vd., 2019;
Nabaei ve Amooaghaie, 2019a), bakir (Cao vd., 2018), demir (Ahammed vd., 2020c), nikel
(Jahan vd., 2020), arsenik (Farouk ve Al-Amri, 2019) ve bor (Sarafi vd., 2017). Agir metal
stresi altinda daha ¢ok antioksidan aktivitenin modiilasyonu, iligkili gen ekspresyonu ve
fazla ROT'un atilmasi ile MEL aracili stres tolerans mekanizmalari ile ilgilidir (Zhang vd.,
2013; Bajwa vd., 2014; Shi vd., 2015; Nawaz vd., 2018; Jahan vd., 2019; Nabaei ve
Amooaghaie, 2019b). MEL uygulamasindan sonra bitkiler ayrica asir1 agir metalleri
selatlamak i¢in daha yiiksek seviyede glutatyon ve fitoselatinler biriktirir. Boylece metallere
kars1 hiicrede bir savunma hatti olusturur (Hasan vd., 2015; Cao vd., 2018).

MEL’in antioksidan aktiviteye sahip oldugu farkli arastirmacilar tarafindan rapor

edilmistir. Bunlar;
1) Serbest radikalleri dogrudan tutmasi,
2) Antioksidan enzimleri uyarmasi,
3) Ilk olarak glutatyon olmak iizere diger antioksidanlarm etkinligini arttirmas,
4) Oksidatif risklerden antioksidan enzimleri korumasi,

5) Mitokondride elektron tagima zincirinin aktivitesini arttirarak bu sayede elektron
sizintisini distirmesidir (Ktadna vd., 2003; Rodriguez vd., 2004; Leon vd., 2005; Tan vd.,
2012).

Tohumda yiiksek konsantrasyonda MEL olmasinin olumsuz ¢evre sartlarinda (asir1
sicaklik, kuraklik, UV ve g¢evresel toksinler) meydana gelen oksidatif stres hasarlarindan
tohumu ve ireme organmi Korumak i¢in mutlaka gerekli olacagi diistiniilmektedir
(Manchester vd., 2000; Burkhardt vd., 2001). Cevizde (Juglans regia L.) MEL’in yiiksek
miktarda bulunmasi tohumdaki yag asitlerini oksidasyona kars1 koruyarak tohum
canlililiginin yiiksek olmasma ve bu sayede tohumun sonraki yillarda basarili bir sekilde

cimlenmesine neden oldugu belirtilmistir (Reiter vd., 2005).
Tan vd. (2012) tarafindan yapilan arastirma sonuglarmna gére MEL’in;

1) Tohumlarda ¢imlenme oranini arttirdigi,
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2) Bitkilerin degisik cevresel stres etmenlerine toleransi, 6zellikle asir1 sicak ve

soguk gibi kosullarin olumsuzluklarina kars1 direnci arttirdigi,

3) Klorofil igerigini koruyarak fotosentez hizini arttirdig1 ve dolayisiyla daha fazla

karbohidrat sentezlenmesi nedeniyle biyokiitle artisina neden oldugu,

4) Kok sisteminin gelismesini artirmast sayesinde topraktan su ve besin

elementlerinin alinim kapasitesini arttirdig1 bildirilmistir.

1.7 Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki organ, doku ve hiicrelerinin in vitro kosullarda manipiile edilerek kiiltiire
almmasi1 ve cogaltilmas1 bitki doku kiiltiirii olarak adlandirilir. Steril kosullarda ve
gelistirilmis besiyerleri {lizerinde kiiltiire alinmak suretiyle bitkinin g¢esitli kisimlarindan
(meristem, yaprak vb.), hiicrelerinden veya tek bir hiicreden tam bir bitkiyi in vitro
kosullarda elde etmek miimkiindiir. Bu sayede elit bitki ¢esitleri klon olarak ¢ogaltilabilir,
tehlike altindaki bitkiler korunabilir, meristem kiiltiirii ile virtissiiz bitkiler elde edilebilir,
bitkisel gen kaynaklar1 saklanabilir veya bitki hiicrelerinden sekonder metabolitler elde
edilebilir. Biitiin bu uygulama alanlarinin yaninda, doku kiiltiirii ayrica transgenik bitki
iiretimi i¢cin de vazgecilmez bir aragtir. Doku kiiltliriiniin bu 6zelligi, bitki hiicrelerinin
totipotensi hiicrelerine sahip olmalar1 ve biiyliime ortami ile hormonlarm etkisiyle manipiile
edilebilir olmasindan kaynaklanmaktadir (Stewart, 2016). Doku kiiltiiriiniin bitkilerde
uygulanmasindaki amag bitkisel iiretimde bilinen klasik yontemlerle ¢oziilemeyen veya
¢Ozlimii gii¢ olan problemlere ¢6ziim getirerek, daha ekonomik, kalite ve kantite yoniinden

daha yiiksek bitkisel tiretimin gerceklestirilmesine yardime1 olmaktir (Hatipoglu, 2018).
Doku kiiltiiriinde bitkilerin ¢ogaltimi bir¢ok basamaktan olusur. Bunlar;
a) Laboratuvar organizasyonu,
b) Bitki eksplantinin ve besi ortaminin se¢ilmesi, hazirlanmasi, sterilizasyonu,
C) Bitki rejenerasyonunun uyarilmasi,
d) Olusan siirgiinlerin proliferasyonu ve boylandirilmast,
e) Siirgiinlerin koklendirilmesi,

f) Koklenen bitkilerin aklimatizasyonudur (Babaoglu vd. 2002).
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Bitki doku kiiltiiriinde kullanilan eksplanta bagl olarak alt1 farkli kiiltiir tipi ortaya
cikmistir (Stewart, 2016; Hatipoglu, 2018):

1. Kallus Kiiltiirii: Kallus, hiicreler yaralandigi zaman gelisen diizensiz hiicre
yiginidir. Eksplantlar, farklilasmamis hiicre ¢ogalmasini saglayan besiyerleri {izerinde
kiiltiire alindig1 zaman gelisir ve genellikle organ olusumunun olmadigi durumlarda tesvik

edilir.

2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii: Doku, kallus veya siispansiyon kiiltiirlerinden

mekanik veya enzimlerin kullanilmasi ile elde edilen hiicrelerin kiiltiir edilmesidir.

3. Anter/Mikrospor Kiiltiirii: Haploid bitki iiretimi i¢in anterlerin veya izole
edilmis mikrosporlarm kiiltiirii olarak bilinir. Bu teknik geleneksel 1slah teknikleri ile

karsilastirildiginda homozigot bitkilerin daha kisa siirede elde edilmesini saglar.

4. Protoplast Kiiltiirii: Hiicre duvar1 harig bitki hiicrelerinin biitiin unsurlarini i¢eren

protoplastlarin kiiltiirtidiir.

5. Embriyo Kiiltiirii: Olgunlasmamis oviil veya tohumlardan izole edilen
embriyolarin in vitro kosullarda kiiltiire alinmasidir. Bu teknik tohumlarin dormant, inatg1
veya gelismesinin erken asamasinda yok oldugu tiirlerde direk rejenerasyon icin ¢ok

kullaniglt bir yontem olarak uygulanmaktadir.

6. Meristem Kiiltiirii: Bitkilerin ¢ogaltimi i¢in bir yontem olarak kullanilmasinin

yaninda, patojensiz bitkilerin ¢gogaltimi ve hizli iiretimi i¢in 6nemli bir aragtir.

Odunsu bitkilerin rejenerasyonu otsu bitkiler ile karsilastirildiginda daha uzun ve
zahmetlidir. Odunsu bitkilerin in vitro ¢ogaltiminda, siirgiin ucu (tepe tomurcuklari) veya
aksiller (koltukalt1) tomurcuklar gibi meristem dokularinin hiicrelerinde DNA sentezi ve
mitoz boliinme diizeni tam kontrol altinda oldugu i¢in tercih edilir. Bunun sebebi somatik
poliploidlesmeye neden olan ekstra DNA duplikasyonlarinin meydana gelmemesi ve diger
genetik bozukluklar1 Onleyen siirekli hiicre boliinmesinin olmas1 6zelliklerinden

kaynaklanmaktadir (Sirin, 2014; Emiroglu ve Giirel 2005).

1.8 Morus nigra L. (Karadut)

Morus nigra L. (karadut), Urticales takimi Moraceae familyasi Morus cinsinin i¢inde
bulunmaktadir. Ozellikle Dogu, Bati ve Giineydogu Asya, Giiney Avrupa, Kuzey
Amerika’nin giineyi, Gliney Amerika’nin kuzeybatis1 ve Afrika’nin bazi boliimlerinde
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Morus’a yaygin olarak rastlanildigi belirtilmektedir (Datta, 2002). Morus alba L. (Beyaz
dut) ve Morus nigra L. Orta ve Dogu Asya orjinli olup 16. yy basindan itibaren Avrupa
boyunca yayilmaya baglamigtir. Dut farkl iklim ve toprak sartlarina uyum yetenegi yiiksek
oldugu i¢in 1liman ve subtropik iklim bolgelerinde yetisebilir. Dut agaglarinin bir cogu dogal
yetistirme ortamlarindan farkli noktalara taginarak tasindiklar1 yere uyum saglamis ve bu
bolgelerin dogal bitkisi haline gelmistir, dolayistyla bunlarin siniflandirilmast oldukca
zordur (Machii vd., 2001). Dut yapraklar1 &zellikle ipek bdcegi (Bombyx mori L.)
yetistiriciliginde kullanilmaktadir. Ozellikle karadut, lezzetli meyveleri, farmakolojik ve
kozmetik kullanimi i¢in yetistirilmektedir (Benedetta vd., 2007; Vijayan vd., 2011; Vijayan
vd., 2012). Meyvesi bakimindan degerli olan M. nigra’nin M. alba L. gibi fazla gesidi
yoktur. M. nigra tiiriiniin Iran ve Kafkaslar orijinlendigi bildirilmektedir (Gokmen, 1973).
M. nigra tiiriiniin bitkileri genel olarak Morus cinsinin diger tiirlerine gére daha bodur olarak
gelismektedir ve 6-9 m’ye kadar uzamakla birlikte 30 m’ye kadar uzayabilenlerle de
karsilasilmistir. M. nigra’nin adaptasyon kabiliyeti iyidir, ancak nemli topraklarda yavas
biiytirler. Agaglar uzun 6miirliidiir, ylizlerce yil meyve vermektedirler. Agaclarin goévdesi
koyu gri renklidir, kokleri 15 m kadar derine gidebilir, yapraklar1 kalin piiriizlii ve koyu
yesildir. Meyveleri koyu kirmizi ile siyaha yakin mor renkte olup meyve sap1 hemen hemen

yok gibidir (Pool, 1966; Rougemont, 1989; Roger, 2002; Koyuncu ve Vural, 2003).

Ulkemizde dut yetistiriciligi yapilan alanlarda dutlara kapama, karisik bahge veya
siir agaci olarak rastlanmaktadir. Kapama bahgelerde agaglar herhangi bir diizenli mesafede
dikilmemistir. Bu nedenle kiiltiirel bakim islemleri yeterli olarak yapilamamaktadir. Son
zamanlarda dut popiilasyonunun yogun oldugu yorelerde dut iiretiminin arzu edilen
ekonomik getiriyi saglamamasindan dut agaglar1 yakacak odun olarak kullanilarak hizla yok
edilmektedir. Endiistriyel ve ekonomik gelismelerdeki patlamalar nedeniyle ekilebilir
araziler hizla kent merkezlerine doniismekte bu da tarim alanlarina baski yapmaya devam
etmektedir. Tarim ve tarima dayali endiistride verimliligin karsilanmasi i¢in gida ve diger
tarim mallar1 artan talebi karsilamak tizere gelistirilmelidir. Sehirlesme dut genetik
cesitliligini ¢cok zarara ugrattig1 icin kalan cesitlerin ve onlarin korunmasi gerekmektedir
(Vijayan vd., 2011). Tarim alanlarmimn giderek azalmasi ve olumsuz ¢evre kosullarinin strese
neden olmasit gibi sebepler verimliligi azaltmaktadir. Bitkisel iiretimde verimliligi
artirabilmek ¢ok 6nemlidir. Bu da stres kosullarma dayanikli bireylerin segilmesi veya 1slah1

ile olmaktadir (Arict ve Eraslan, 2012).
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M. nigra agaglarinin ¢ogaltiminda anag¢ zorunlulugu yoktur. Celiklemede basar1 orani
yiiksek ve in vitro’da ¢ogaltim imkani vardir. Tibbi ve ekonomik 6nemi olan M. nigra’nin
kurakliga dayanimmin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. In vitro c¢alismalar, kurakliga
dayanikl dut bitkilerini gelistirmek i¢in 25-30 yil alan klasik 1slahtan daha hizli ve giivenilir

bir yontem olarak goriilmektedir.

Bu arastirma ile M. nigra bitkisinin in vitro sartlarda -1.5 MPa kuraklik seviyesinde
vermis oldugu biyokimyasal ve fizyolojik tepkilerin belirlenmesine paralel MEL uygulamasi
ile bu tepkilerin lizerinde ortaya ¢ikmasi olasi etkilerin belirlenmesi amaglanmistir. Kuraklik
stresinin  mekanizmasmin  aydinlatilmas1  kuraklik stresine dayanikli  bitkilerin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Ekonomik énemi olan M. nigra’nin kurakliga karsi
olusan bazi fizyolojik ve biyokimyasal yanitlari, kurakliga tolerans mekanizmasimin

aciklanabilmesinde 6nemli veri saglayacaktir.
Bu amag ile arastirmamizda;
1. M. nigra’nin Eksi kara ¢esidinin in vitro ortamda gelisimi saglanmistir.

2. In vitro ortamda yetistirilen bitkilerde kuraklik stresinin etkisini saptamak amaci
ile PEG kullanilmis olup, strese cevapta roliinii saptamak i¢cin MEL uygulanan gruplar ile
karsilagtrmali olarak farkli deney gruplar1 olusturulmustur. Deney gruplarinda
biyokimyasal ve fizyolojik cevaplarin degerlendirilmesi igin segilen parametrelerde
antioksidan sistem, pigment sistemi, toplam fenolik madde icerigi ile oransal su igerigi gibi
bitki gelisiminde 6nemli olan kriterler degerlendirilmistir. Ayrica PEG uygulanan ve

uygulanmayan gruplarda i¢sel MEL analizi yapilmustir.

3. Baslica hedef olarak MEL uygulamasmin kuraklik stresi durumundaki koruyucu
Ozelliklerinin belirlenmesi ve tolerans artirici olarak kullanilabilirliginin degerlendirilmesi

diistiniilmiistiir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Mikrogogaltim bes asamada yliriitiilmektedir. Bunlar yiizey sterilizasyonu, kiiltiir
baslatma, siirgiin ¢ogaltimi, koklendirme, aklimatizasyon asamalaridir (Debergh ve Read,

1993; Mansuroglu ve Giirel, 2002).

Yildiz ve Yimaz (1999), karadutun doku kiiltiirii ile ¢ogaltilabilme imkanlarini
aragtirmiglardir. Arastirmada, 4 farkli hormon (BAP, 2-4 D, Kinetin, ve GA3) ve bunlarin 5
farkli dozunun (0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg/L) eklendigi Murashige ve Skoog (MS) (1962) temel
besi ortami kullanilmistir. Arastirmacilar olgun agaclarin siirgiin ucundan ve nodal
tomurcuklarindan eksplantlar1 almislardir. Calisma sonucunda, eksplant basina en fazla
stirgiiniin (4.1 adet) 5 mg/L kinetin uygulanan siirgiin ucu eksplantlarindan alindigi
saptanmigtir. Enfeksiyon oraninin siirglin ucu eksplantlarinda, nodal tomurcugu
eksplantlarina gore daha az oldugu ifade edilmistir. Siirgiin ucu eksplantlar1 gelisme orani

ve proliferasyon agisindan, nodal tomurcuklarina gore daha avantajl belirlenmistir.

Yadav ve arkadaslar1 (1990), MS temel besi ortaminda kiiltiire alinan M. nigra’larda
hem siirgiin ucu hem de koltuk alt1 tomurcuklarindan alinan eksplantlarda en iyi silirgiin
gelisiminin 1 mg/L 6-Benzilaminopiirin (BAP) uygulamasindan elde edildigini ifade

etmislerdir.

Kalkisim ve arkadaslar1 (2013) tarafindan, karadutun (Morus nigra L.) doku kiiltiirii
ile ¢cogaltim olanaklar1 arastirilmistir. Eksplant olarak verim cagindaki agaglarin obur
dallarindan alinan nodal meristemleri kullanilmistir. MS temel besi ortamimin 5 farkli BAP
(1,0,2,0, 3,0, 4,0, 5,0 mg/L) konsantrasyonu; ayrica NAA (0,25 mg/L) ve TDZ (0,1 mg/L)’yi
birlikte kullanilmistir. BAP (2,0 mg/L), TDZ (0,1 mg/L) ve NAA (0,25 mg/L) igeren MS
besi ortami siirgiin proliferasyonu ve diger tiim kriterlerde en iyi sonuglari verdigini
saptanmistir. BAP (1,0 mg/L) ve NAA (0,5 mg/L) iceren koklendirme ortaminda en yiiksek

koklenme yiizdesi ile eksplant bagina diisen kok sayisinin elde edildigi rapor edilmistir.

Khalid (2014), urmu dutu olarak bilinen M. nigranin {i¢ genotipini agarla
jellestirilmis ve sivi halde olan Nas ve Read (2004) ortaminda kiiltiire almustir. Kiiltiir

ortamma 0.5 g L aktif komiir ilavesi yapilmustir. Arastirmaci aktif komiiriin varliginin ve
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ortamin fiziksel halinin (s1v1 veya jel) bir eksplanttan elde edilen ortalama siirgiin sayisini
onemli derecede etkiledigini belirtmektedir. Aktif kodmiir icermeyen ortam {izerinde daha
fazla siirglin elde ettigini ve sivi ortama kiyasla jellestirilmis ortam iizerinde elde edilen
stirglin sayisimin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Siirglin uzunlugu bakimindan ise sivi

ortamin jellestirilmis ortama kiyasla daha iyi oldugu saptamiglardir.

Ozkul (2014), urmu dutunun (M. nigra L.) A5, T6 ve T8 genotiplerinin
mikrocogaltimi {izerinde etkili olan en iyi kiiltlir ortami, bitki biiylime diizenleyici ve
konsantrasyonunu saptamay1 amac¢lamistir. Siirgiin gelisimi agisindan Nas ve Read kiiltiir
ortammin (NRM), Murashige ve Skoog (MS) ile Driver ve Kuniyuki (DKW) kiiltiir
ortamlarindan daha iyi sonu¢ verdigi gozlenmistir. Siirgiin uzunlugu ve siirgiin sayis1
yoniinden BAP ile meta-Topolin, TDZ’den iistiin oldugu tespit edilmistir. En 1yi koklenme
oraninin 1.0 mg/L IBA konsantrasyonunda meydana geldigi ve mikrosiirgiinlerin %84 niin

koklendigi rapor edilmistir.

Sengiil (2012), M. nigra’nin in vitro ¢ogaltim olanaklarin1 arastrmistir. M. nigra
bitkisinin yasli agaclarindan alman kishik nodal tomurcuklari, ilkbaharda siirmenin
baslamasi ile olusan yillik siirgiinlerden alinan nodal tomurcuklar1 ve in vitro’da ¢ogaltimi
yapilmis 5-6 aylik geng bitkilerden alinan nodal tomurcuklar1 eksplant olarak kullanmistir.
Calismanin sonuglarina gore, yash agaclardan alinan kislik nodal tomurcuklarindan daha iyi
sonug elde etmistir. Baglangi¢ kiiltiirtinde en iyi sonucu 1 mg/L BAP igeren ortamdan;
slirgiin ¢ogaltim asamasinda 3 mg/L BAP konsantrasyonunun daha iyi sonug¢ verdigini; in
vitro da ¢ogaltimi yapilmus bitkilerden alman eksplantlarda ise 2 mg/L BAP konsantrasyonu
daha basarili sonucglar verdigi belirtilmistir. En yliksek koklenme orami her ii¢ eksplant

tipinde de kontrol ve putrescin uygulamalarindan elde edildigi ifade edilmistir.

Durkovi¢ ve arkadaslar1 (2012), M. nigra L. agaglarindan (Mnl ve Mn2 genotipleri)
aldiklar1 explantlar1 MS ortaminda farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyiciler ile
kiiltiire almiglardir. En iyi siirgiin proliferasyonunun 0.5 mg/L BAP ve 0.1 mg/L IBA
kombinasyonunda oldugu; Mnl genotipinde 5.3 adet/siirgiin ve Mn2 genotipinde 6.9

adet/stirgiin elde ettiklerini belirtmislerdir.

Zaki ve arkadaglar1 (2011), M. nigra L. bitkisinin mikrogogaltimini arastirmiglardir.
Calismada, 0,5 mg/L ve 1,5 mg/L dozlarinda BAP kullandiklar1 ortamlardan elde ettikleri

slirgiin proliferasyon oranlarini sirasi ile %80 ve %90 olarak belirlemislerdir.
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Asir1 ROT iiretimi toksiktir, ¢iinkii protein yapilarma zarar verir, enzimleri inhibe
eder, hiicre membrani lipidleri ile DNA gibi makromolekiilleri oksitler ve sonunda hiicre
Oliimiine yol agar (Mithofer vd., 2004; Noctor vd., 2014). Bir hiicre membraninin yag
asitlerinin zarar gérmesi, MDA gibi kiigiik hidrokarbonlar iiretebilir. Bu hidrokarbon, lipid
peroksidasyonunun nihai tiriiniidiir ve membran hiicresel hasarinin bir isaretidir. Kuraklik
stresi, bitkilerde H20. ve prolin birikimini etkileyebilir (Gharibi vd., 2016).

Bir¢ok bitki farkl: su eksikligini tolere etmelerine izin veren cevaplar gelistirmistir.
Su alimmin azalmasi1 bitki i¢in gerekli temel elementlerin (veya tuzlarin) alimmin
azalmasina, fotosentezin yavaslamasina bunun sonucu olarak daha kiiciik yapraklar, kisa
govde ve diisiik kok proliferasyonu gibi biiyiime ve gelismenin azalmasina neden olmaktadir

(Dai, 2013; Obata vd., 2015).

Bitkilerin su eksikligine verdigi ilk tepkilerden biri ROT larin olusmasidir (Bhargava
ve Sawant, 2013; Foyer ve Noctor, 2009; Kocsy vd., 2013). H20,, bitki stres altindayken
ROT'da gorev alan 6nemli bir sinyal molekiiliidiir (Deeba vd., 2012; Koffler vd., 2014). Su
eksikligi uzadik¢a, membran yapist tahrip olur, bu da zarmn segici gecirgenliginin tahrip
olmasina neden olur. MDA, membran lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir ve kuraklik ile

diger streslerin bir gostergesi olarak kabul edilir (Cheng vd., 2018).

Klasik olarak tarla kosullarinda kuraklik toleransmi belirlemek yerine in vitro
kosullarda seleksiyon, stres faktorlerine toleransli hatlarin gelistirilmesi i¢in son zamanlarda
alternatif ve kolay bir yontem olarak uygulama alani bulmaktadir (Monneveux vd. 2013). In
vitro kosullarda su stresi etkisinin tarla kosullarina benzer sekilde su stresinde; biiylimede
gerileme, agirlik kaybi, kok sayist ve kok kuru agirhiginda azalma oldugu belirtilmistir

(Gopal ve lwama, 2007; Monneveux vd. 2013).

Agastian ve arkadaslar1 (2000), dut genotiplerine (Morus alba L.) saksilarda tuzluluk
(0-12 mS cm?) stresine maruz brrakmuslardir. Karotenoid ve toplam klorofil igeriginin
tuzluluk ile onemli 6l¢iide azaldigini, glisin betainin prolinden daha fazla biriktigini
belirlemislerdir. Coziiniir proteinlerin, serbest amino asitlerin, ¢oziiniir sekerler, sukroz,
nisasta ve fenollerin igeriginin tuzluluk orani arttik¢a azaldig tespit edilmistir. Ayrica dut
bitkisinde tuz stresi sartlarinda net CO; emilim hizi, stoma iletkenlik derecesi ve

transpirasyon hizinin diistiigiinii saptanmuslardir.

Harinasut ve arkadaslar1 (2003), dut bitkisinin yapraklarinda (Morus sp.) tuz stresine

baglh antioksidan enzim degisikliklerini arastirmislardir. 150 mM NaCl'ye kadar artan
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tuzlulukta, H2O> igerigi ve guaiakol peroksidaz aktivitesi 6nemli dlgiide artarken SOD, APX
ve GR’mn aktivitelerindeki artisin daha az oldugunu rapor etmislerdir. Tuzluluk oram
arttikca, CAT ve H20: aktivitesinin baglantili olmadigi bildirmektedirler. Arastirma
sonucuna gore, artan tuzluluk stresi kosullarinda, POD, SOD/POD ve SOD/AsA-GSH
dongiisiiniin aktivitelerindeki artigin bu ¢esitte ROT larin atilmasinda aktif bir rol oynadigini

ve oksidatif strese kars1 gelistirilmis direncin bir sonucu olabilecegini belirtmektedirler.

Ahmad ve arkadaslar1 (2010), tuz stresi kosullarinda (150 mM) iki dut (Morus alba
L.) ¢esidinin (Yerel ve Sujanpuri) yapraklarinda antioksidan enzimler, lipid peroksidasyonu,
prolin ve glisin betain igeriklerini incelemislerdir. Her iki gesitte de stres sirasinda lipid
peroksidasyon oranmnin, ayrica SOD, CAT, APX, GR, guaiacol peroksidaz ve
monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitelerinin arttigini tespit etmislerdir. Tuz stresinin, dut
yapraklarmda 6nemli 6lgiide serbest prolin birikimine neden oldugunu ve cv. Sujanpuri’nin
cv. Lokal’den 9 kat fazla glisin betain biriktirdigini saptamislardir. Sonuglara gére oksidatif
stresin tuz stresine maruz kalan dut bitkilerinde 6nemli bir rol oynayabilecegi ve Local
¢esidinin oksidatif strese karsi daha iyi koruma saglayabilen daha verimli antioksidan

ozelliklere sahip oldugu bildirilmektedir.

Ramanjulu ve Sudhakar (2000), kuraklik toleransi bakimindan kontrast iki dut
(Morus alba L.) genotipinde dehidrasyon sirasinda prolin metabolizmasini arastirmislardir.
Kurakliga duyarli (cv 554) ve kurakliga toleranshi (cv 513) dut cesitlerinde su stresi
esnasinda serbest prolin ile kuaterner amonyum bilesiklerinin seviyesi, Pirolin-5-karboksilat
rediiktaz, prolin oksidaz, prolin dehidrojenaz aktivitesi ve klorofil stabilitesini ¢alismislardir.
Siddetli su stresinden 15 giin sonra serbest prolin igerigi cv. 513’de 8 ve cv. 554°de 3.5 kat
arttigini saptamiglardir. Su stresi kosullar altinda her iki ¢esitte de prolin oksidaz ve prolin
dehidrojenazin aktiviteleri onemli 6lglide azalirken Pirolin-5-karboksilat rediiktazin arttig1
rapor edilmistir. Kuraklik toleransi bakimdan yapilan karsilastirmada cv. 513 cv. 554°den
daha yiiksek prolin seviyesi, daha az prolin oksidasyonu, daha biiyiik kuaterner amonyum
bilesikleri birikimi ve nispeten diisilk miktarlarda klorofil yikimi ile 6n plana c¢iktigni

bildirmektedirler.

Reddy ve arkadasglar1 (2000), su stresi altindaki K-2, MR-2 ve BC2-59 dut (Morus
alba L.) SOD, CAT, APX ve POD aktivitelerinde stres kaynakli yanitlar1 belirlemislerdir.
Uc genotipin hepsinde SOD, CAT, APX ve POD aktivitelerinde artislar gézlenmislerdir.
Yaprak su potansiyellerinin -0.75 MPa'dan -2.25 MPa'ya diisiiriilmesi ile antioksidan

enzimlerin aktivitelerinde asamali bir artis saptamiglardir. BC2-59 genotipinin diisiik su
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rejimi altinda ii¢ antioksidan enzimde de daha yiiksek aktivite gosterdigi ve ii¢ ¢esit arasinda
su sinirlt kosullardan kaynaklanan oksidatif hasara karsi etkili bir antioksidan sistemine

sahip oldugunu bildirmektedirler.

Sekhar ve arkadaslar1 (2017), dutta (M. alba L.) kurakliga bagl olumsuz tepkilerin
iyilestirilmesini arastirmiglardir. Kuraklik stresi kosullarinda prolin, H20., MDA
seviyesinde azalma oldugu, AsA ve toplam fenolikler dahil daha yiiksek antioksidan
icerikleri ile bitkilerin daha az oksidatif hasar gosterdigi bildirilmistir. Stres uygulamasinin
15. giiniinde stresli bitkilerde kontrole gore antioksidan enzim aktivitelerini daha yiiksek
olarak belirlemislerdir. Kuraklik uygulamasmin 30. giiniinde antioksidan sistemlerin
regiilasyon gosterdigini tespit etmislerdir. Sonug olarak dutun hizla degisen kiiresel iklimde
kuraklik kosullariin hakim olacagi 6ngoriilen aralikli en uygun potansiyel biyo-enerji agaci

mahsulii olacagini rapor etmislerdir.

Arslan (2019), turunggile anag olarak kullanilan turung (Citrus aurantium), Troyer
ve Carrizo sitranjlarmin (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis) kuraklik stresi kosullarinda
antioksidan aktivitelerinde olusan degisimleri arastirmistir. Stres uygulunacak bitkilere 14
giin siiresince su verilmemistir. Strese maruz kalan bitkilerin tiimiiniin H,O, ve MDA, AsA,
fenolik miktarlarmin ve CAT, APX enzim aktivitelerinin kontrole kiyasla arttigini
belirlemistir. SOD enzim aktivitesinin tiim ¢esitlerde azaldigi, GR enzim aktivitesi ve
protein miktarmin ise turun¢ anacinda kontrole gore azalirken diger anaclarda arttigi
saptanmigtir. Calismanin sonucunda Troyer ve Carrizo sitranjlarinin kuraklik stresine

dayanim diizeylerinin turung anacina gore daha fazla oldugu belirtilmistir.

Bitkiler dogal yasam ortamlarinda fizyolojik ve biyokimyasal zararlar olusturan
iirlinlerin kalitesini bozan bir ¢ok stres etmeni ile karsi karsiyadirlar (Biiyiik vd., 2012).
Politilen glikol (PEG) ortamin ozmotik potansiyelini etkilemek sureti ile bitkilerde su alinimi
tizerinde 6nemli etkiye sahiptir ve istenilen su stresi sartlarin1t meydana getirir (Carpici ve
Erdel, 2015; Tiryaki, 2016).

PEG, yiiksek molekiil agirligina sahip (1500-8000 arasinda degisen molekiiler
agirliklar1 mevcuttur), suda c¢oziinebilen ve bitkiler icin toksik olmayan bir polimerdir.
Yiiksek molekiiler agirhigindan dolayr koklerde ve siirglinlerde alinma orani oldukga
yavastir. Bu yavaglama bitki tiirlerine, konsantrasyonuna ve uygulama zamanina gore
degismektedir (Yaniv ve Werker, 1983; Jacomini vd. 1988). Bu 0Ozelliginden dolay1
bitkilerde suni kuraklik etkisi yaratmak amaciyla kullanilmaktadir (Tabori vd., 2017) PEG
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ile kuru (susuz) topraktaki diisiik su potansiyeline benzer kosullar suni olarak
saglanabilmekte, fide asamasinda bitkilerde kok ve siirglin gelismesi incelenebilmektedir

(Nistor vd. 2014).

Ozkaynak ve Simsek (2018), bazi ileri patates hatlarmin in vitro kosullarda
olusturulan kuraklik toleransini belirlemek amaciyla bir ¢alisma yiiriitmiiglerdir. Calismada
PEG 6000 farkli konsantransyonlarda (0, %3, %10, %15) kullanilarak kuraklik stresi
olusturulmustur. Yirminci ve kirkinct giinlerde bitki boyu, bitki yas agirhigmi, bitki bagina
nodyum gibi parametreler 6l¢iilmiis ve sayilmistir. PEG icermeyen ortamda en iyi degerlere
ulasildig1 bildirilmektedir. PEG dozundaki artisin bitki boyu, bitki basmma nod sayisi, bitki
yas agirhigi ile bitki biiyiime ve gelismesinde azalmaya neden oldugunu belirtmektedirler.
Aragtirmacilar galisma verilerine gore PEG 6000 igeren in vitro kosullarda iki ileri hatti

kuraklik toleransli hatlar olarak se¢mislerdir.

Dort haftalik Arabidopsis bitkilerinin yedi giin siiresince -2,54 MPa’lik kuraklik
stresine maruz birakilmistir. Strese maruz kalan geng ve olgun yirmi dort yaprakta yapilan
incelemelerde enzimatik olmayan antioksidanlar hem gen¢ hem de olgun yapraklarda
artmigken, enzimatik antioksidanlardan CAT, POD, SOD ve GR’de yanlizca olgun
yapraklarda artmistir. Calismada olgun yapraklarin gen¢ yapraklara oranla kuraklik
stresinden daha fazla etkilendigi ve yapraklarm gelisim evrelerinin kurakliga ugrayan

bitkilerde oksidatif hasarin engellenmesinde katkis1 olabilecegi belirtilmistir (Jung, 2004).

Sivritepe ve arkadaslart (2008), Gisela 5 anacini in vitro kosullarda farkli
konsantrasyonlarda PEG 8000 (0, %1, %2, %4) uygulayarak yetistirmislerdir. Alt1 haftanin
sonunda bitkilerde morfolojik ve biyokimyasal degisimleri arastirmiglardir. Uygulanan PEG
konsantrasyonlar1 incelendiginde %4 liilk PEG konsantrasyonunda bitkide zararlanma, bitki
kuru agirligi, prolin miktari, SOD, CAT, POD, APX ve GR aktivitesi ile MDA igerigi en
yiikksek degerlere ulastigini belirlemislerdir. Element analizleri sonucuna gore fosfor,
magnezyum, sodyum ve bakir iceriklerinde uygulamalarin istatistiksel bakimdan 6nemsiz
oldugu, potasyum igeriginin en fazla kontrol uygulamasinda, kalsiyum iceriginin %1 lik
PEG konsantrasyonunda, demir igeriginin kontrol ve %1°lik PEG konsantrasyonunda, ¢ginko
iceriginin %1°lik PEG konsantrasyonunda ve mangan igeriginin ise %4’lik PEG

konsantrasyonu hari¢ tiim uygulamalarda en yliksek miktarda oldugunu tespit etmislerdir.

Karimi ve arkadaslar1 (2012) tarafindan, bes farkli badem ¢esidi ve GF 677 anaci ile
yiriittiikleri calismada PEG dozunun artmasiyla bitki kuru agirliginda, boyunda, siirgiin
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sayisinda ve govde caplarinda azalmalar oldugunu saptanmistir. Calismada kullanilan anag
ve cesitlerin yaprak oransal su igerigi, membran stabilitesi ile yaprak alanlar1 kuraklik
siddetinin artmastyla kontrol grubuna gore daha diisiik oldugunu, ayrica PEG dozunun

artmasi ile bitkilerde biriken prolin miktarinin arttigini belirtmektedir.

Bolat ve arkadaslar1 (2014), elma (M9-Vista Bella) ve armut (MA-Santa Maria)
fidanlarma su stresi uygulamak igin kontrol (%100), %75 sulama ile %50 sulama seklinde
uygulamalar yapmuslardir. Fidanlarda goz verimliligi ile bazi morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri arastirmiglardir. Caligmanin sonucuna gére su stresinin artmasi ile
her iki tiire ait bitkilerde kuru agirlik, yaprak oransal su igerigi ve klorofil igeriklerinde
azalma, CAT ile POD aktivitelerinde ise artis gozlemislerdir. Stresin siddeti arttikca

bitkilerin prolin igeriklerininde arttigi rapor edilmistir.

Aragtirmacilar in vitro ortamda MM 106 elma anaci ile armutun kullanildigi kuraklik
calismasinda mikrogogaltim ortamma PEG 6000’nin dort farkli dozunu (0, %2, %4, %6)
eklemistir. Her iki tiirde de kuraklik siddetinin artmasi ile siirgiin uzunlugu ve siirgiin

sayisinda azalma oldugunu tespit etmislerdir (Danial vd., 2014).

Zokaee-Khosroshahi ve arkadaslar1 (2014), bes farkli yabani badem tiirtine dort farkli
kuraklik siddeti uygulamislardir. Kuraklik siddeti arttiginda badem tiirlerinin hepsinde

yaprak oransal su igeriginde ve yaprak alaninda azalmalar saptanmistir.

Zonouri ve arkadaslar1 (2014), tarafindan White Seedless ve Khoshnav {iziim
cesitlerine li¢ farkli askorbik asit uygulayarak kuraklik stresinden bitkileri korumay1
amaglamislardir. Her iki ¢esitte de askorbik asit miktarmi kuraklik stresinde kontrol grubuna
kiyasla arttigini gézlemislerdir. Bunun yan1 sira APX aktivitesi, MDA ve protein miktarlar1
ile membran gegirgenliginin kuraklik uygulamasinda en yiliksek degerlere ulastigini rapor

etmislerdir.

Ipek (2015), in vitro sartlarda Garnem ve Myrobolan 29C anaglarmin farkli
dozlardaki PEG igeren biiyiime ortamlarinda kurakliga karsi morfolojik ve biyokimyasal
tepkileri arastrmustir. Calismada 3 farkli kuraklik seviyesi (-0.5 MPa, -1.0 MPa ve -1.5 MPa)
uygulanmistir. Bu aragtirmada Garnem anacinin kuraklik stresine Myrobolan 29C anacina
gore daha dayanikli oldugunu belirlenmistir. Kuraklik stresinin artmasiyla bitkilerin
morfolojik gelisimleri ve SOD, CAT, POD, GR, APX aktivitelerinin olumsuz yonde

etkilendigini saptamigtir.
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Reddy ve arkadaslar1 (2004), 5 farkli M. alba L. (Beyaz dut) ¢esidinin yaprak su
potansiyeli -2,5 MPa’a ulasimcaya kadar susuz birakilarak kuraklik stresi olusturmuslardir.
Calismada askorbat, antioksidan enzim aktiviteleri, prolin, glisin-betain, absisik asit, lipid
peroksidasyonu oranlarini tespit etmislerdir. Calisma sonucunda su stresi altindaki
yapraklarda SOD, CAT, APX, POD, GR ve MDAR aktivitelerinde 6nemli artmuistir.
Cesitlerin  hepsinin kisith suya verdikleri tepkide askorbat ve monodehidroaskorbat
iceriklerinde farkliliklar saptanmigtir. Kurakliga tepki olarak gesitler arasinda prolin, glisin-

betain ve askorbik asit iceriginde kantitatif farkliliklar oldugu rapor edilmistir.

Guha ve arkadaslar1 (2010), dort dut ¢esidini (Morus indica L. cvs.V-1, MR-2, S-36
ve K-2) kurakliga tolerans agisindan degerlendirmislerdir. Yapilan saksi denemelerinde
kontrol bitkileri % 100 tarla kapasitesine kadar, stres uygulanacak bitkileri ise % 25-30
oranina kadar sulamiglardir. Dort ¢esidin hepsi su stresi altinda farkli antioksidatif yanit
gosterdigini belirtmektedirler. V-1 ¢esidinin yaprak ekstraktlarinda karotenoid, AsA, GSH,
a-tokoferol ve prolin konsantrasyonlar1 daha yiiksek gozlenirken, K-2 ve S-36 ¢esitlerinde
bu metabolitlerin birikiminin minimum oldugunu saptamislardir. K-2, S-36 ve MR-2'de
endojen a-tokoferol kaybi ile daha yiiksek lipid peroksidasyonu ile karsilasirken, V-1°de su

eksikligi kosullar1 altinda minimum lipid peroksidasyonu gdsterdigini rapor etmislerdir.

Jahan ve arkadaslar1 (2020), domateste MEL uygulmasinin Nikel stres toleransi
lehine kritik mekanizmalarini agiklayan bir ¢calisma yapmislardir. Nikel stresi fotosentezi,
fotosistem fonksiyonunu, mineral homeostazisi, kok aktivitesini ve ozmotik dengeyi
bozarak biiyiimeyi ve biyokiitleyi belirgin sekilde azalttig1 bildirilmektedir. Buna karsilik,
MEL uygulamasinin, bitki biiylime oOzelliklerini gii¢lendirdigi, fotosentez verimliligi
atirdig1, nikel birikimini azalttig1 ve mineral besin homeostazisini atirdig1 rapor edilmistir.
MEL’in, antioksidan enzim aktivitelerini tetikledigini, AsA-GSH havuzlarini modiile ederek
H202 ve SOD iiretimini kisitladigimi, sekonder metabolitlerin (fenoller, flavonoidler ve
antosiyanin) i¢eriklerini arttirdigini, hiicresel biitlinliigli (daha az MDA ve elektrolit s1zintis1)

geri kazandirdigini tespit etmislerdir.

Zahedi ve arkadaslar1  (2020), tuzluluk stresi  kosullarindaki (O,
40 ve 80 mM NaCl) cilek (Fragaria x ananassa Duch.) bitkisinin yapraklarma MEL (100
ve 200 uM ) uygulamasmin strese toleransini, meyve verim ve kalitesi lizerine etkilerini
aragtirmiglardir. Caligmada yaprak kompozisyon parametreleri (fotosentetik pigment,
makrobesin konsantrasyonlari, oksidatif stres parametreleri, antioksidan savunma sistemleri

ve absisik asit konsantrasyonlar1), meyve verimi ve kalite parametreleri (¢oziinlir kuru
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madde, toplam asitlik, askorbik asit, toplam antioksidanlar, fenolik ve sekerler), yaprak ile
meyvede MEL konsantrasyonu arastirilmustir.  Tuzluluk verimde, meyve Kalite
parametrelerinde, yaprak fotosentetik pigmentlerinde, makrobesin konsantrasyonlarinda
azalmaya, oksidatif stresin artmasina neden oldugu ve MEL uygulamasi ile tim bu
degisikliklerin hafifledigi bildirilmektedir. Tuzluluk stresi olmadiginda, MEL, tuzluluk
varliginda gozlenen ile ayn1 yonde tiim parametrelerde daha az degisiklik saptanmistir.
Arastirmacilar MEL uygulamasinin ¢ilekte meyve verim ve kalitesinde artigsa neden oldugu,

yaprak antioksidan enzimleri ile ABA’da artisa neden oldugunu saptamislardir.

Kaya ve Doganlar (2019), pendimetalinin ve kuraklik stresine maruz birakilan
biberde (Capsicum annuum) ¢oklu stres etkilesiminin antioksidan sistem {izerine etkisini
arastirmislardir. Bu arastirmada, ayrica MEL’in strese cevabi incelenmistir. Hem ayr1 ayri
hem de ayn1 anda farkli konsantrasyonlarda Pend (8, 16 ve 32 mM) ve %10 PEG uygulanan
biberlerde, mRNA diizeyinin yani sira karotenoid, prolin, glutatyon, endojen MEL ve MDA
icerigi, APX, GST ve GR aktiviteleri artarken, toplam klorofil igerigi ve bagil su igeriginin
azaldig1 rapor edilmistir. 50 UM MEL ile uygulanan bitkiler i¢cin MDA igerigi MEL
uygulanmayan bitkilere gore azalirken; bagil su igerigi, klorofil, karotenoid, prolin,
glutatyon ve endojen MEL igerikleri ile mRNA seviyesinin yani sira, antioksidan enzimlerin
(APX, GST ve GR) aktivitelerinin arttigmi saptamiglardir. Arastirma sonuglarma gore hem
Pend hem de PEG'in biber iizerinde bazi fitotoksik tepkiler yarattigini ve coklu stres
uygulamasinin bu yanitlar1 uyardigini belirtmektedirler. Ekzojen MEL uygulamasi, biberin
antioksidan savunma yanitlarini artirarak herbisit ve kuraklik streslerinin olumsuz etkilerini

hafiflettigini rapor etmislerdir.

Nawaz ve arkadaslar1 (2018), karpuz fidelerinin vanadyum stresine tepkisini ve
MEL’in karpuz fidelerinin vanadyum stresine toleransmni arttirmadaki potansiyel roliinii
arastrmiglardir. Arastrma sonuglart 50 mg/L. vanadyuma maruz kalan MEL (0.1 uM)
uygulanan fidelerin, MEL uygulanmayan fidelere gore daha yiiksek bir nispi klorofil
icerigine (SPAD indeksi), fotosentetik asimilasyona ve bitki biliylimesine sahip oldugunu
saptamiglardir. MEL uygulamas1 kdkten siirgiine vanadyum taginimini azaltarak gévde ve
yapraklarda vanadyum konsantrasyonunu azalttigini, SOD ve CAT aktivitelerini artirdigini,
H202 ve MDA igerigini azalttig1, peroksidaz, GPX, GST, APX, SOD’un gen ekspresyonunu

diizenledigini rapor etmislerdir.

Farouk ve Al-Amri (2019), arsenik stresi kosullarindaki biberiye bitkisine 50 uM

MEL uygulamasmin sekonder metabolit iiretimi, antioksidan kapasitesite ve kloroplast
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yapist lizerine etkilerini aragtirmiglardir. Arsenik’in bitki verimliligi, fotosentetik pigment,
iyon konsantrasyonu, su durumu, AsA, kloroplastin yapisal bozuklugu iizerinde zararh etki
olustururken antioksidan enzimler, fenol, flavonoid ve antosiyaninde artisa neden oldugu
bildirilmektedir. Arastirmacilar arsenik varliginda veya yoklugunda MEL uygulamasinin
biiylimeyi, fotosentetik pigmenti, iyon konsantrasyonunu, organik ozmolitleri artirdigini
tespit etmislerdir. MEL uygulamasmin hiicre zar1 biitiinliiglinii stabilize ettigi, oksidatif
bozulma kriterlerini bastirdigi ve antioksidan Kkapasiteyi arttirdigi, ayrica antioksidan

enzimleri diizenledigi rapor edilmektedir.

Sharma ve arkadaglar1 (2020), kuraklik stresi kosullarinda asili Cin hickory (Carya
cathayensis) bitkilerine MEL uygulamasinin koruyucu etkinligini degerlendirmek i¢in bir
calisma yapmislardir. Arastirmacilar ekzojen uygulanan MEL, kuraklik stresi altindaki
bitkilerin antioksidatif savunma sistemini gli¢lendirerek ROT atiliminin artmasina neden
oldugu, toplam ¢o6ziiniir seker ve prolin gibi ¢oziinen maddelerin birikmesini tetikledigi,
fenilpropanoid, klorofil ve karotenoid biyosentezi, karbon fiksasyonu gibi metabolik yollar1
diizenledigini saptamislardir. Kuraklik stresine maruz birakilan bitkiler ve kuraklik stresi
altinda MEL uygulanan bitkilerde antioksidatif enzimlerin (SOD, CAT, POD ve APX)

aktivitelerinin arttigmi gézlemislerdir.

Posmyk ve arkadaslar1 (2009), hiyar tohumlarinda ¢imlenmenin iyilestirilmesi i¢in
osmopriming (osmotik ¢ozelti) ve hydropriming (suda bekletme) ile birlikte MEL
uygulayarak soguk stresi ile ¢imlenme arasindaki iligskiyi aragtirmiglardir. Hiyar tohumlari
soguk stresine karsi duyarhdir, 25°C de %99, 15°C %30 ve 10°C’de ise %4 ¢imlenmistir.
Hydropriming ile tohum ¢imlenmesi 15 °C’de %50-60 seviyesine yiikselmis ve 25-100 uM
MEL eklenmesi ¢imlenme oranini1 arttrmustir. PEG ile yapilan osmopriming
uygulamasindan sonra tohumlarda ¢imlenme 15°C’de %78 iken 50 uM MEL eklenmesiyle
¢imlenme %98 seviyesine ¢ikmis ve ¢imlenme hizinda da olumlu etkiye neden olmustur.
Hiyar tohumlarmin osmopriming sonrast 10°C’de dahi %43 oraninda ¢imlendigi ve
osmopriming c¢ozeltisine eklenen 50 pyM MEL sonrasi bu oranmin %83’e ulastigi
bildirilmistir. Arastirmacilar ¢calismanin sonucuna gére, MEL’in hiyar tohumlarinda soguk
stresi esnasinda hiicre zarlarini peroksidasyona karsi korudugu bununla birlikte yiiksek MEL

miktarlarmin proteinler i¢inde oksidatif degisikliklere neden oldugunu bildirmislerdir.

Posmyk ve arkadaslari1 (2008), Brassica oleracea rubrum (kirmizi lahana)’un fide
gelisimi iizerine MEL’in koruyucu etkisini arastirmiglardir. Arastirmada kirmizi lahana

fidelerinin ortamda asir1 bakir varhgmda gelismesi ve bu durumda tohumlara uygulanan
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MEL’in etkisi ¢alisilmigtir. Bakir varliginda yetistirilen MEL uygulamasi yapilmamis
tohumlardan elde edilen fidelerde yag asitleri peroksidasyonu artmakta, hiicre boliinmesi ile
DNA endoreplikasyonunu olumsuz etkiledigi ve biiyiimeyi engelledigi bildirilmistir. Ancak
1 uM veya 10 uM miktarlarinda MEL uygulanan tohumlardan elde edilen fidelerde asir1

bakirdan kaynaklanan hiicre yaralanmalarinin engellendigi belirlenmistir.

Tan ve arkadaglar1 (2007b), Pisum sativum L. (bezelye) fideleri igin topraktaki asirt
bakir bulunmasmin 6ldiiriicii oldugu bildirilmektedir. Topraga 5 uM MEL eklenmesi ile

kokler araciligiyla aliman MEL’in bitkinin hayatta kalmasim sagladigini gézlemislerdir.

Zeng ve arkadaslar1 (2018), tuz stresi altinda yetistirilen kolza tohumu (Brassica
napus L.) fidelerine MEL uygulamasinin etkilerini aragtirmislardir. MEL uygulamasi ile tuz
kaynakli biiyiime inhibisyonunun azaldigi, POD, CAT, APX antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin sirasiyla %16.5, %19.3 ve %14.2 oraninda arttigi, H2O> igeriginin %11.2
azaldig1 saptanmustir. Ayrica prolin (%26.8), ¢oziiniir sekerler (%15.1) ve proteinlerin

(%58.8) icerigi artarak ¢6ziinen madde birikiminin arttig1 rapor edilmistir.

Li ve arkadaglar1 (2012), disaridan uygulanan MEL’in, tuz stresindeki yaban elmas1
(Malus hupehensis) fideleri tizerine etkilerini ve stresin etkilerini engellemedeki gorevini
arastirmislardir. Strese (100 mM NaCl) ugrayan bitkilerde klorofil icerigi ve net fotosentetik
kapasitenin bariz bir sekilde azaldigi, oksidatif zararlanmanin artarak fide gelisimi olumsuz
etkiledigi saptanmistir. Ancak 0.1 uM MEL uygulamasiyla biliyiimede gozlenen bu diisiis
onemli Ol¢lide Onlenmis ve fotosentez hizinda artis oldugunu belirlemislerdir. MEL
uygulanmasi ile H2O> gibi serbest radikallerde azalma, buna karsilik POD, AsA ve CAT gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde artma oldugu ve tiim bunlarm tuzluluktan

kaynaklanan oksidatif zararlanmay1 azalttig1 arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

Xu ve arkadaslar1 (2010), yiiksek sicaklik stresi kosullarindaki hiyar fidelerine
disaridan 25-100 uM miktarlarinda yapilan MEL uygulamislardir. MEL uygulamasinin bitki
dokularinda serbest radikallerde ve MDA iceriginde dnemli diisiislere neden oldugunu tespit
etmislerdir. MEL uygulanan bitkilerde doku iletkenliklerinin azaldig1 ve buna kargin SOD,

CAT, POD gibi enzimatik antioksidanlarin aktivitelerinin arttig1 rapor edilmistir.

Haskirli (2019), Arabidopsis thaliana’da MEL’in UV stresini iyilestirici etkisini
aragtirmistir. Arastirmanin yirminci giiniinde MEL uygulayarak yirmi birinci giiniin sonunda
90 ve 180 dakika UV-B stresine maruz birakilmig, ayrica strese maruz kalan bitkilerin bir

grubuna 10 uM MEL uygulamasi yapilmistir. UV-B siiresine bagl olarak kontrol grubuna
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kiyasla CAT aktivitesi onemli 6lgiide artarken, APX aktivitesinde azaldig1 bildirilmistir.
Calisma sonuglar1 inelendiginde disaridan uygulanan 10 pM MEL’in UV stresi altinda
Arabidopsis thailana’da strese karsi tolerans kazandigi ve daha az zarar gordiigii rapor
edilmistir.

Karaca (2013), disaridan yapilan MEL uygulamalari ile biberde (Capsicum annuum
L.) ¢imlenme esnasinda soguk stresine toleransi arttirmayi amaglamistir. Arastirmaci, soguk
stresi kosullarinda, tohumlara ¢esitli dozlarda (kuru tohum, 0, 1, 5, 10 ve 25 uM) MEL ile
muamele etmistir. Calismada tohumlara optimum (25 °C) ve soguk stresi (15 °C) sartlarinda
c¢imlenme ile fide ¢ikis testleri yapilmistir. Ekim 6ncesi tohum uygulamasi bi¢ciminde yapilan
MEL uygulamalarmin hem soguk stresi kosullarinda biber tohumlarmin ¢imlenmesini hem
de fide ¢ikis performanslarmi olumlu olarak etkilenebilecegi ve en etkili MEL dozunun 1
UM oldugu belirlenmistir. Bu olumlu etkinin, MEL uygulamalarmin yol actig1 antioksidan
enzimlerin aktivitelerinde gozlenen artislardan kaynaklandig: ifade edilmistir. Arastirma
sonuclarina gore, i¢sel bir bitki biiylime diizenleyici olarak kabul edilen MEL’in soguk stresi
kosullarinda biber tohumlarinin ¢imlenme ve fidelerin ¢ikis performansini artirmada

kullanilabilecegi belirtilmektedir.

Kolodziejczy ve arkadaslar1 (2016), soguk stresine maruz kalan misir (Zea mays L.)
tohumlarmin eksojen MEL uygulamasinim embriyo proteomunu iyilestirici etkisini
arastirmislardir. Higbir uygulama yapilmamig tohumlar ile hidropriming (suda bekletme) ve
hem hidropriming hem de 50 puM veya 500 uM MEL uygulanmis tohumlar ile
karsilastirmiglardir. Protein biyosentezi uzun siireli soguk stres kosullar1 (14d/5°C) altinda
onemli Olgiide inhibe edilmis olmasma ragmen, hidro-kosullandirilmis tohumlarda ve
Ozellikle MEL ile hidro-kosullandirilmis olanlarda embriyo proteomunda pozitif
degisiklikler gozlemislerdir. Hidro-kosullandirma, kontrol sicakligindakilere gore soguk
stresinde ¢cimlenen embriyonik tohum eksenlerinde bes yeni protein iirettigini ve bu MEL
uygulamasi ile desteklendiginde 6 spesifik protein ortaya ¢iktigini tespit etmislerdir. Sonug
olarak, MEL’in gelecek vaat eden bir tohum biyostimiilatérii gibi goriindiigii rapor
edilmistir.

Tiirk ve Genisel (2020), misir (Zea mays) fidelerine soguk stresi ve stres ile birlikte
MEL uygulamas1 yapmislardir. Soguk stresi uygulanan fidelerde kok uzunlugu, bitki boyu,
yaprak yiizey alani, klorofil igerigi gibi bitki biiylime parametrelerinin énemli Sl¢lide
azaldigi, O2°, H202 ve oksidatif hasar dahil olmak iizere ROT igeriginin arttig1 ifade

edilmektedir. Ancak MEL uygulamasimin, bitki biiyiime parametrelerini 6nemli dl¢lide
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arttirdig1, kontrol ve soguk stresi kosullarindaki bitkilere gére ROT igerigini ile oksidatif

hasarm azaldig: tespit edilmistir.

Huihui ve arkadaglar1 (2020), 100 mM NaCl ve NaHCO3 stresine maruz birakilan
dut (Morus alba L.) fidanlarinin yapraklarinda ROT ile ROT metabolizmasmin fizyolojik
ve proteomik yonlerini arastirmiglardir. NaCl stresinin dut fidan1 yapraklarinda fotosentez
ve solunumuna etkisinin ¢ok az oldugunu; SOD aktivitesi ve ilgili protein ekspresyonunun
degisen derecelerde arttigi; CAT aktivitesinin arttigi ve Oz~ birikimi gézlenmedigini tespit
etmislerdir. NaHCO3 stresi altinda fotosentez ve solunum 6nemli 6lgiide engellendigi, Oz~
iretimi ile H202 igeriginin arttifi; CAT aktivitesinin azaldigi, POD’un H2O: siipiirme

kabiliyetinin arttig1 saptanmustir.

Kostopoulou ve arkadaslar1 (2015), AsA ile kombine edilen MEL’in iki yasindaki
Citrus aurantium fidanlarinda tuz stresine adaptasyonunu arastirmiglardir. 30 giin 100 mM
NaCl uygulamasi yapilan fidanlara 0.50 mM AsA, 1 uM MEL ve bunlarin kombinasyonlar1
(AsA + MEL) eksojen olarak uygulamislardir. AsA, MEL veya AsA + MEL’in tuz
cozeltisine uygulanmasi, NaCl kaynakli elektrolit sizintisin1 ve lipid peroksidasyonunu
azalttigi, NaCl ile iligkili toksisite semptomlarini ve pigmentlerin bozulmasini 6nledigini
bildirmislerdir. AsA + MEL uygulanan fidanlarin yapraklarinda daha diisiik C1™ birikimi
gosterdigini ifade etmislerdir. AsA ve MEL ile muamale edilenler, sadece NaCl
uygulananlarla kiyaslandiginda karbohidrat, prolin, fenol, GSH ve dokularmn toplam
antioksidan giiciinli farkli sekilde modiile ettigi belirtilmektedir. Yapraklarm ve koklerin
kimyasal islemlere, 6zellikle kombine AsA ve MEL uygulamasina, maruz birakilmasi seker
metabolizmasimin, iyon homeostazisinin, transkripsiyon diizenlemesinin AsA ve MEL

tarafindan tetiklendigini gosterdigi rapor edilmistir.

Sarropoulou ve arkadaslar1 (2012), in vitro’da yetistirilen visne anaglarini (Prunus
avium L. x Prunus cerasus L.) MEL (0, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 ve 10 uM) ile muamele
etmislerdir. MEL uygulamasinin anaglarin yapraklarinda fotosentetik pigmentleri,
biyokiitleyi, toplam karbohidratlar1 ve prolin i¢erigini artirdigini ifade etmislerdir. Kontrolle
karsilastirildiginda, 0.1 uM MEL uygulanan grubun en yiiksek klorofil igerigine (klorofil
a+b) sahip oldugu ve 5-10 uM MEL uygulanan gruplarda klorofil konsantrasyonunun 2 kat
azalttig1 tespit edilmistir. Yiiksek MEL konsantrasyonlarmin (5-10 pM) uygulandig:
yapraklarda prolin ve karbohidrat diizeyinin 3-4 kat artti1 belirtilmektedir. Prolin igerigi
0.05, 0.1 ve 1 pM MEL konsantrasyonlarinda prolin i¢erigi dnemli oranda azalirken 0.5 uM

MEL konstrasyonunun karbohidrat diizeyinin 1.5 kat arttig1 rapor edilmistir.
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Liu ve arkadaglar1 (2015), sodik alkalin stres kosullarindaki domates bitkileri
iizerinde ekzojen MEL uygulamasmin reaktif oksijen metabolizmasina etkisini
arastrmiglardir. Disaridan uygulanan MEL domateste sodik alkalin strese toleransi
artirabildigini belirtmektedirler. Bu ¢alismada 0.5 uM MEL uygulamasinin en uygun doz
oldugu, stres altindaki bitkilerde biiyiimeyi tesvik ettigi, antioksidan enzimlerin aktivitesini

indiikledigi, AsA ve GSH birikimini arttirdig1 rapor edilmistir.

Kaya ve Inan (2018), kuraklik ve tuz stres kosullar ile kars1 karsiya kalan tiitiin
(Nicotiana tabacum L. ) bitkisinde eksojen MEL uygulamasinin bazi biyokimyasal ve
fizyolojik parametreler iizerine etkilerini arastirmislardir. Calismada kontrol grubunda
bitkiler NaCl (50 mM) ve PEG (%10) stresleri ayr1 ayr1 olusturulmus farkli bir gruptada her
iki stres etmeni (50 mM NaCl + % 10 PEG) ayn1 anda uygulamislardir. Ayrica ayn1 gruplar
bir de eksojen olarak 50 uM MEL uygulayarak calismiglardir. Strese maruz kalan tiitiinde
klorofil iceriginin azaldigi, karotenoid, prolin, MDA igerikleri ile APX ve guaiakol
peroksidaz aktivitelerinin arttigini tespit etmislerdir. 50 uM MEL uygulanan bitkilerde
pigment, prolin ve MDA igerikleri ile enzim aktivitelerinin artigmi belirlemislerdir.
Yapraklara eksojen uygulanan MEL’in tiitiinde stres yanitlarim1 diizenleyerek kuraklik ve

tuzlulugun olumsuz etkileri iizerinde olumlu etkiye neden oldugunu saptamiglardir.

Korkmaz ve arkadaglar1 (2016), biber fidelerinin soguk stresine karsi tolerans
saglamasinda MEL’in etkilerini arastrmiglardir. Biber fideleri 4 tam gerg¢ek yapragi
oldugunda, 0, 1, 5 ve 25 uM MEL ihtiva eden distile suyu bitkilerin yapraklarma
puskiirtmiislerdir. Uygulamadan bir giin sonra bitkileri 3 gilin soguk stresine maruz
brrakmiglardir. Yapraktan uygulanan MEL’in soguk stresi sartlarindaki biber fidelerinin
gelisimlerini olumlu yonde etkiledigi ve soguk stresine toleranslarmin arttigini
gozlemislerdir. MEL dozlar1 kiyaslandiginda, 5 uM dozunun en etkili doz oldugunu, 5 uM
MEL uygulanan bitkilerde gorsel olarak daha az zarar gormiis oldugunu, fotosentetik
aktivite, doku nispi su igerigi ile antioksidan enzim aktivitelerinin arttigini ve lipid
peroksidasyonunda da diislislere neden oldugunu belirlemiglerdir. Yapilan arastirma
sonuglarma gore, biber fidelerine yapraktan 5 uM dozunda MEL uygulanmasinin soguk

stresine toleransi arttirmak i¢in siirdiiriilebilir bir yontem oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu aragtirma 2017-2020 yillarinda Kayis1 Aragtirma Enstitiisii’ne ait Doku Kiiltiiri
Laboratuvar’'nda ve Indnii Universitesi, Biyoloji Béliimii, Bitki Fizyolojisi
Laboratuvari’nda yiiriitilmiistir. Arastirmada kullanilan M. nigra eksplantlar1 Kayis1
Arastrma Enstitiisii arazisinde bulunan Ulkesel Dut Gen Kaynaklar1 Parseli’ndeki
agaclardan temin edilmistir. Karadutun tescilli tek c¢esidi Eksi kara ¢esidinden eksplantlar

almmastir.

3.1 Bitkilerin In vitro Kosullarda Cogaltilmasi

3.1.1 Alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Doku Kkiiltiirii ¢alismalari, biitiin asamalar1 aseptik sartlarda gercgeklestirilen ve
sterilizasyonun ¢ok biiylik 6nem tasidig1 ¢alismalardir. Calismada polikarbonat govdeli ve
polipropilen kapakli kiiltiir kaplar1 (Magenta Vessel GA-7) kullanilmistir. Pens ve bisturiler
her kullanimdan Once aliiminyum folyoya sarilarak otoklavda sterilize edilerek

kullanilmistir. Calismada inokulasyon islemleri i¢in steril kabin kullanilmastir.

3.1.2 Eksplantlarin alinmasi

Eksplantlar M. nigra’nin in vitro ¢ogaltiminda uygun vejetasyon donemini
belirlemek i¢in Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda bir yillik siirglinlerdeki nodal
tomurcuklardan alinmistir. Siirgiinlerin u¢ kisimlarindan 5-10 cm uzunlugunda ¢eliklerden
yararlanilmistir. Celikler alindiktan sonra saf su igerisine konulup hizla doku kiiltiirii

laboratuvarina getirilerek sterilizasyon islemine tabi tutulmustur.

3.1.3 Yiizey sterilizasyonu

Celikler laboratuvara getirildikten sonra yapraklar kesilerek siirglinden
uzaklastirilmistir.  Celikler nodyumlar1 igerecek sekilde 2-3 cm boyunda kesilerek
mikrocelikler elde edilmistir. Mikrogeliklerin iist kismi alt tarafa gore daha kisa birakilmaistir.

Tiim eksplantlar 3 kez saf suda yikandiktan sonra sterilizasyon agamalarina steril kabinde
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devam edilmistir. Eksplantlar %3’liik CuSOs ¢o6zeltisinde manyetik karistiricida
calkalanarak 20 dk bekletilmis, daha sonra %70’lik etil alkolde ise 1 dk tutulmustur. Bu
uygulamalardan sonra steril saf su ile ¢alkalanan eksplantlar %30’luk NaOCI ve 5-6 damla
Tween 20 iceren ¢Ozeltiye alinarak burada 15 dk tutulmustur. %5 Proclin (ProClin 200,
Sigma) iceren suda 5 dk bekletildikten sonra 3’er kez 5 dk olacak sekilde steril saf su ile

yikanarak yiizey sterilizasyon islemi tamamlanmistir.

Sekil 3.1 : Siirgilinlerin alinmas1 ve sterilizasyona hazirlanmasi (Orijinal)

3.1.4 Baslangic kiiltiirii asamasi

Kiiltiirii baslatma asamasinda, 4.4 g/L vitaminli Murashige ve Skoog (M0222
Duchefa; Cizelge 3.1) 30 g/L sukroz, 7 g/L agar, 0.01 mg/L IBA, 0.2 mg/L GAs, 3 mg/L
AgNOs, 0.5 mg/L Proclin i¢eren besi ortami kullanilmistir. Ayrica BAP’in tomurcuklarin
stirmesi lizerine etkisini belirlemek i¢in besi ortamma 0.75, 1 ve 3 mg/L
konsantrasyonlarinda BAP eklenmistir. Besi ortamlarmin pH’s1, 0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH
kullanilarak 5.75’e ayarlanmistir. Hazirlanan ortamlar, manyetik karistirici iizerinde agar
tamamen eriyinceye kadar tutularak kiiltiir kaplarma yaklagik 15 mL olacak sekilde
doldurularak 121 °C’de 1.1 atm basingta 20 dakika siireyle sterilize edilmistir. Her kapta dort
eksplant olacak sekilde dikim yapilmigtir. Dikim sonrasi 4 hafta siireyle 25+£1°C’de, 16 saat
fotoperiyotta 4000 lux floresan lamba altinda kiiltiire almmustir. 4 haftalik gelisme periyodu

sonunda siirgiin gogaltim agamasina transfer edilmistir.
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Cizelge 3.1 : Duchefa M0222 MS besi ortaminin igerigi

Mikro Elementler | mg/I M
CoCl2.6H.0 0.025 0.11
CuS04.5H20 0.025 0.10
FeNaEDTA 36.70 100.00
H3BOs 6.20 100.27
KI 0.83 5.00
MnSO4.H20 16.90 100.00
Na:M004.2H.0 0.25 1.03
ZnS04.7H0 8.60 29.91
Makro Elementler | mg/Il mM
CaCl 332.02 | 2.99
KH2PO4 170.00 | 1.25
KNO3 1900.00 | 18.79
MgSO4 180.54 | 1.50
NHsNO3 1650.00 | 20.61
Vitaminler mg/I uM
Glisin 2.00 26.64
Miyo-Inositol 100.00 | 554.94
Nikotinik asit 0.50 4.06
Piridoksin HCI 0.50 2.43
Tiamin HCI 0.10 0.30

3.1.5 Siirgiin ¢ogaltim asamasi

Baslangi¢ ortaminda elde edilen saglikli siirgiinler ile siirgiin ¢ogaltim asamasma
gecildi. 4.4 g/L vitaminli Murashige ve Skoog (M0222 Duchefa) 30 g/L sukroz, 7 g/L agar,
0.01 mg/L IBA, 0.2 mg/L GAs, 3 mg/L AgNOs, 0.5 mg/L Proclin igeren besi ortaminda
strglinlerin gelismesi tesvik edilmistir. Ayrica siirgiin ¢ogaltiminda uygun BAP
konsantrasyonunu belirlemek i¢in besi ortamma 0.75, 1 ve 3 mg/L konsantrasyonlarinda
BAP ilave edilmistir. Besin ortamlarinin pH’s1, 0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH kullanilarak
5.75’e ayarlanmistir. Hazirlanan ortamlar kiiltlir kaplarma doldurularak ve 121 °C’de 1.1
atm basingta 20 dakika siireyle sterilize edilmistir. Siirgiinler 4 hafta siireyle 25+1 °C’de, 16

saat fotoperiyotta florasan lamba altinda kiiltiire alinmistir.

3.1.6 Koklendirme asamasi

Koklendirme c¢aligmalar1 i¢in 3-6 cm boyundaki siirgiinler kullanilmistir.

Koklendirme asamasinda 4.4 g/L vitaminli Murashige ve Skoog (M0222 Duchefa) 30 g/L
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sukroz, 7 g/L agar, 3 mg/L AgNOs, 0.5 mg/L Proclin igeren besi ortami kullanilmistir.
Ayrica besi ortamina koklenmede uygun IBA dozunu belirlemek tizere 0.5, 1.5 ve 2.5 mg/L
konsantrasyonlarinda IBA eklenmistir. Besi ortaminin pH ayarlamasi, sterilizasyonu ve
kiiltiir kosullar1 onceki agamalarda belirtildigi gibi yapilmistir. Arastirmada kuraklik stresi

in vitro ortamda yapilacag i¢in aklimatizasyon agsamasi yapilmamustir.

3.1.7 Kurakhik uygulamalarinin yapilmasi

Kontrol grubu: Calismamizda kontrol grubu igin in vitro sartlarda koklendirilen
bitkiler sivi MS ortamma (agarsiz) aktarilmistir. Bitkilerin besin soliisyonu igerisinde

tamamen batmamasi i¢in kaba filtre kdgidindan yapilan kopriiler kullanilmistir.

Kontrol + MEL grubu: Calismamizda MEL igeren kontrol grubu igin in vitro
sartlarda koklendirilen bitkiler 20 pM MEL igeren sivi MS ortamina aktarilmistir. 24 saat
karanlikta bekletildikten sonra MEL icermeyen sivi MS ortamma transfer edilmistir.
Bitkilerin besin soliisyonu igerisinde tamamen batmamasi igin kaba filtre kagidindan yapilan

kopriiler kullanilmistir.

Kurakhk grubu: PEG suyu biinyesinde tutan bir polimerdir. Calismamizda in vitro
sartlarda koklendirilen bitkiler PEG igeren sivi MS ortamina aktarilmistir. Bitkilerin besin
soliisyonu igerisinde tamamen batmamasi i¢in kaba filtre kdgidindan yapilan kopriiler
kullanilmistir. Stvi MS ortamina, Michel (1983) tarafindan gelistirilen formiile gére -1.5
MPa i¢in 355g/L PEG 8000 ilave edilmistir.

PEG =[(4 - (5.16 X ¥ X T - 560 x P+ 16) %) / (2.58 XT - 280)] x 1000
P=-1.5 MPa
T=25°C

Kurakhik + MEL grubu: Calismamizda MEL igeren kuraklik grubu igin in vitro
sartlarda koklendirilen bitkiler 20 pM MEL ve 355g/L PEG 8000 igeren sivi MS ortamina
aktarilmistir. 24 saat karanlikta bekletildikten sonra MEL bulunmayan PEG igeren sivi MS
ortamina transfer edilmistir. Bitkilerin besin soliisyonu igerisinde tamamen batmamasi i¢in

kaba filtre kdgidindan yapilan kdpriiler kullanilmistir.
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3.1.8 Analiz icin 6rneklerin alinmasi

Calismada kullanilacak yapraklar uygulamalar1 takip eden 5., 10. ve 15. giinlerde
toplanmistir (Sekil 3.2). Her analiz i¢in kullanilacak miktarlar tartilarak etiketlenmis ve
aliminyum folyo ile sarilmustir. Ornekler sivi azotta hizlica dondurularak calisma

yapilincaya kadar -40 °C’de saklanmustir.

Orneklem
Zamani 5. Giin 10. Giin 15. Giin
Grup

Kontrol
Melatonin
Kuraklik
Kuraklik
+
Melatonin

Sekil 3.2 : Deneysel gruplarin sematik gosterimi
3.2 Calismada Yapilan Gézlem ve Olciimler

3.2.1 Melatonin ekstraksiyonu ve tayini

MEL igerigini saptamak i¢cin Arnao ve Hernandez-Ruiz (2009b) ile Korkmaz vd.
(2014)’nin metodlar1 modifiye edilerek kullanilmistir. MEL uygulamasini takip eden 5., 10.
ve 15. giinlerde 0.5 g yaprak drnegi 3 mL etilasetat ile homojenize edilmistir. Ornekler 17
saat +4 °C’de sogutmali ¢alkalayicida tutulmus ve 6000 g devirde 20 dk santrifiij edilmistir.
Siipernatant alinarak 35 °C sicaklikta vakumlu evaparatorde (KNF LAB) etilasetat
ucurulmustur. Tiiplerin dibinde kristal seklinde kalan ¢okiintii 0.5 mL metanol ile ¢6ziilerek

ornekler viallere alimmustir (Arnao ve Hernandez-Ruiz 2009b; Korkmaz vd. 2014).

Ornekler Indnii Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda HPLC cihazinda
okutulmustur. Analizde Agilent 1100 serisi HPLC cihazi Ace 5 C18 250x4,6 nm kolon ile
ACE-121-2546 floresans dedektdr kullanilmustir. Izokratik mobil faz olarak 1 mL/dk’lik bir
akis hiz1 ve 20 pL enjeksiyon hacminde su:asetonitril (50:50) kullanilmustir.
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Sekil 3.3 : MEL’in alikonma zamani

3.2.2 Oransal su icerigi

Oransal su igerigini (OSI) (%) belirlemek igin 5., 10. ve 15. giinlerde bitkilerden alinan
yaprak orneklerinin taze agirliklar1 alinmistir. Daha sonra tartilan yapraklar 4 saat saf suda
bekletilmis, bu zamanm sonunda turgor agirliklar1 saptanmistir. Agirliklar: tespit edilen
yaprak ornekleri, 70 °C etiivde 48 saat kurutulduktan sonra kuru agirliklar1 tartilmistir. Elde
edilen taze, turgorlu ve kuru agirliklar asagidaki formiil yardimiyla hesaplanarak OSI

hesaplanmistir (Sanchez vd., 2004; Demiral ve Tiirkan, 2005).

0SI (%) % X 100

YA: Taze Agirhik
KA: Kuru Agirlik

TA: Turgor Agirhigi
3.2.3 Pigmentlerin ekstraksiyonu ve saflastiriimasi

Pigmentlerin ekstraksiyon islemlerinde De Kok ve Graham (1980) metodu
kullanilmistir. 5., 10. ve 15. giinlerde bitkilerden alinan 1’er gr yaprak 6rnekleri her grup

icin 3 tekrarli olmak iizere porselen havanda 50 mL aseton (%100’liik Merck) igerisinde
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homojenize edilmistir. Aliminyum folyo ile sarilarak hazirlanan 6rnekler erlenler igine
alinmis agzi parafilmle kapatildiktan sonra ¢alkalamali inkiibator ile 30 dk homojenize
edilmigtir. Siire bitiminde ornekler +4 °C’ye ayarli buzdolabinda 24 saat bekletilmistir.
Ornekler siiziilerek almiininyum folyo ile kaplanmis beherlere almmustir. Homojenata 1/5
oraninda su eklenip agizlar1 parafilmle kapatildiktan sonra c¢alkalamali inkiibatérde 15 dk
tekrar homojenize edilmis ve +4 °C‘ye ayarli buzdolabinda 24 saat bekletilmistir. Ornekler
stire bitiminde 3.000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen 6rnekler absorbans
degerleri Lichtenthaler ve Welburn (1983)’a gore 662, 645, 470 nm’de spektrofotometrede

okunarak klorofil a, klorofil b, karotenoid ve toplam klorofil miktarlar1 hesaplanmistir.

Kl a=11,75 X Ase2—2,35 X Asss
Kl b=18,61 X As45—3,96 X Ass2

1000 x A470-2,27 x Kla—81,4 Kl b
227

Toplam klorofil =Kl a +KI b

Karotenoid=

3.2.4 Enzim analizi i¢in ekstraksiyon

Ekstraksiyon i¢in 0.5 gr yaprak 2,5 mL 0,1 M pH 7,5 Tris-HCI tamponu, 2.5 mL
0.1mM EDTA ve 0.5 mL % 1’lik PVP ile homojenize edilmistir. Homojenat 4 °C’de 18.000
rpm’de 30 dk santrifiiij edilmistir. Stipernatan okuma yapilincaya kadar -40 °C derin
dondurucuda saklanmistir (Andrews vd., 2005). Enzim degerleri toplam proteine boliinerek

spesifik aktivite cinsinden hesaplanarak verilmistir.

3.2.5 Katalaz aktivitesi tayini

CAT enziminin aktivite tayini Luck (1963) metoduna gore yapilmistir. 1/15 M pH 7
potasyum fosfat tamponu hazirlanmistir ve bu tamponun 100 mL’sine 160 pL H20>
eklenmistir. H2O> eklenen fosfat tamponunun 800 pL’sine 200 puL 6rnek ilave edilmistir ve
spektrofotometrede (Biochrom Libra S22) 240 nm’de okuma yapilarak 1 dakikada elde
edilen absorbans degisimi olarak belirlenmistir (H202 igin molar ekstinksiyon katsayisi

0.0396 cm? umol™ dir).

3.2.6 Siiperoksit dismutaz aktivitesi

SOD aktivite tayini McCord ve Fridovich (1969) metodu kullanilarak yapilmistir. pH
7.8’lik 50 mM Kz:HPO4 tamponunun 100 mL’sinde 24.8 mg sitokrom-c ile hazirlanmis
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cozelti ve 10 mL distile suya 0.76 mg ksantin eklenerek hazirlanan ¢ozelti birbirine
karigtirilmasi ile A ¢dzeltisi hazirlanmistir. Bagka tarafta 0.2 U/ml ksantin oksidaz ihtiva
eden B ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 900 plL A ¢ozeltisi, 50 pL B ¢ozeltisi ve 100 pL 6rnek
kullanilarak reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrede
(Biochrom Libra S22) 550 nm dalga boyunda 1 dakikadaki absorbans degisimi

belirlenmistir.

3.2.7 Glutatyon-S-Transferaz tayini

GST aktivitesi tayini Habig vd. (1974)’nin yontemine gore yapilmistir. 0.1 M
potasyum fosfat tamponu, 0.01 M Tris HCI (pH 7.4) icerisinde 0.002 M rediikte glutatyon
ve % 96’lik etanolde 0.15 M CDNB (1-chloro,2-4dinitrobenzen) hazirlanmistir. Reaksiyon
karisim1 400 pL. 0.1 M potasyum fosfat tamponu, 400 puL rediikte glutatyon, 100 pL 6rnek
ve 150 uL CDNB olarak hazirlanmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrede (Biochrom
Libra S22) 344 nm dalga boyunda 1 dakikada elde edilen absorbans degisimi olarak
belirlenmistir (CDNB’nin ekstinksiyon katsayis1 9.6 mM* cm ’dir).

3.2.8 Glutatyon rediiktaz aktivitesi

GR aktivitesi Carlberg ve Mannervik (1985)’in 'nin yontemine gore yapilmistir. 2
mM EDTA igeren 0.2 M potasyum fosfat tamponu (pH 7), 10 mM Tris-HCL (pH 7)
icerisinde 2mM NADPH ve 10 mL distile suda 20mM GSSG hazirlanmistir. Reaksiyon
karisim1 500 puL 0.2 M potasyum fosfat tamponu, 50 uL 2 mM NADPH, 50 uL 20 mM
GSSG, 250 pL distile su ve 150 puL 6rnek olacak sekilde hazirlanmistir. Enzim aktivitesi
spektrofotometrede (Biochrom Libra S22) 340 nm dalga boyunda 1 dakikada elde edilen
absorbans degisimi olarak belirlenmistir ve NADPH 6.2 mM™ ¢cm ! ekstinksiyon katsayisi

ile hesaplanmustir.

3.2.9 Toplam glutatyon icerigi

Toplam glutatyon igerigi Akerboom ve Sies (1981) metoduna gore belirlenmistir.
Glutatyon igerigini saptamak iizere 6.3 mM EDTA ihtiva eden 125 mM sodyum difosfat
tamponunun millitresinde 23.78 mg DTNB ve 0.248 mg NADPH hazirlanmigtir. 700 pL
NADPH ve 100 pL DTNB sicak su banyosunda 30 "C’de 10-12 dk bekletilmistir. Siire
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sonunda tizerine 150 pL distile su, 5 uL GR ve 50 uL 6rnek eklenmistir. Spektrofotometrede

(Biochrom Libra S22) 412 nm dalga boyunda 1 dakikalik absorbans degisimi belirlenmistir.

3.2.10 Lipid peroksidasyonu (MDA) Analizi

Yontem Heath ve Packer (1968)’a gore yapilmistir. 0.5 gr yaprak 6rnegi 5 mL %
0.1°lik trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmis ve homojenat 10.000 g’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Santriflij edilen 6rnegin siipernatan kismindan 2 mL alinarak iizerine 2
mL %0.5’lik tiobarbiturik asit (TBA) ilave edilmis ve karigim 95 °C’de 30 dk su banyosunda
bekletilmistir. Siire bitiminde 6rnekler hizla buz banyosunda sogutulmustur. Daha sonra
10.000 g’de 15 dk santriftij yapilmistir. Siipernatanin absorbanst 532 ve 600 nm’de
Olciilmiistiir. 532 nm’de saptanan Olctimlerden 600 nm’de yapilan dl¢iimler ¢ikarimis ve

155 mM* cm ekstinksiyon katsayistyla MDA miktar1 hesaplanmustir.

3.2.11 Total fenolik tayini

Total fenolik tayini Slinkard ve Singleton (1977) ile Chandler ve Dodds (1983) gore
yapilmistir. 0.05 gr yaprak {izerine 2.5 mL etanol eklenerek homojenize edilmis ve -80 °C’de
24 saat bekletilmistir. Ornekler siire bitiminde calkalamali etiivde 1 giin boyunca
bekletilmistir. Daha sonra 4000 g‘de 8 dk santriflij yapilmistir. 1 mL siipernatan {izerine 1
mL etanol, 5 mL distile su ve 1 mL folin eklenerek 3 dk ¢alkalamali etiivde birakilmstir.
Karigimin tizerine 3 mL % 2’lik Na,COs3 ilave edilerek 2 saat karanlikta bekletilmistir.
Spektrofotometrede 760 nm’de okuma islemi yapilmistir. Yontem gallik asit soliisyonu ile

tekrar yapilarak standart egri hazirlanmastir.

3.2.12 Peroksidaz aktivitesi tayini

POD tayininde Peters vd. (1989) ile MacAdam vd. (1992)’nin yontemleri modifiye
edilerek uygulanmistir. 0.5 gr taze yaprak dokusu 0.5 gr Polivinilpirolidon (PVP), 3 mL 66
mM potasyum tamponu ve 3 mL 100 mM KCl i¢cinde homojenize edilmistir. Homojenat
10.000 g’de +4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir. 3 mL 0.1 M potasyum fosfat tamponu (pH
6.0), 0.04 mL 0.03 M H202 ve 0.05 mL 0.2 M guaikol vortekslenerek bir soliisyon
hazirlanmistir. 0.9 mL soliisyona 0.1 mL ekstrakt eklenerek 436 nm dalga boyunda 1 dk’daki
enzim aktivitesindeki degisim 6l¢iilmiistiir (Guaikol’iin ekstinksiyon katsayis1 26.6 mM ™

cmt °dir).
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3.2.13 Askorbat peroksidaz aktivitesi tayini

APX tayini Nakano ve Asada (1981) ve Cakmak (1994)’a gore yapilmistir. 0,5 gr
taze yaprak dokusu 10 mL 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH 7,6) homojenize
edilmistir. Homejenat 15000 g’de +4 °C’de 20 dk santrifiij edilmistir. 550 puL fosfat tamponu
(pH 7,6), 100 uL 10 mM EDTA, 12 mM H203, 250 pL ekstrakt ve 100 pL 0.25 mM AsA
ilave edilerek hazirlanan reaksiyon karigimmin enzim aktivitesi spektrofotometrede
(Biochrome Libra S22) 290 nm dalga boyunda 1 dakika igerisinde elde edilen absorbans
degisimi olarak belirlenmistir. APX aktivitesi 2.8 mM™cm? ekstinksiyon katsayisiyla

hesaplanmigtir.

3.2.14 Prolin miktar tayini

Prolin tayini, Bates vd. (1973)’nin yontemine gore spektrofotometrik olarak asit-
ninhidrin metoduyla yapilmistir. 0,1 g yaprak dokusuna 10 mL %3’liik siilfosalisilik asit
eklenerek porselen havanda homojenizasyonu yapilmistir. Homojenat 0,45 pm capinda
analitik filtre kullanilarak siiziilmiistiir. Stizintiiden 2 mL tiiplere alinarak iizerine 2 mL
glasiyal asetik asit ve 2 ml asit-ninhidrin ¢6zeltisi eklenmistir. Daha sonra 6rnekler 100°C’ye
ayarlanmis etiivde 1 saat tutulmustur. Stire bitiminde buz banyosunda 10 dk bekletilerek her
tiipe 4 mL toluen eklenmis, 20-30 sn vortekslenmistir. Tiipiin iistiinde kalan faz pipet
yardimiyla alinarak 520 nm dalga boyunda absorbansi dl¢iilmiistiir. Ayn1 yontem prolin
kullanilarak tekrar edilmis ve standart grafik olusturulmustur. 520 nm’de okunan degerler

standart grafik lizerinden pg/g yas agirlik olarak belirlenmistir.

3.2.15 Toplam protein tayini

Toplam protein tayini Bradford (1976) yontemi kullanilarak saptanmistir. 1000 pL.
Bradford ayiraci iizerine 50 pL yapraktan hazirlanan homojenat ilave edilmistir. 15 dakika
karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda renk degisimine bagli olarak
meydana gelen absorbans degisimi 595 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. OD degerleri, sigir
serum albumini (BSA) kullanilarak ¢izilmis standart grafik degerleriyle karsilastirilmastir.

Orneklerdeki toplam protein miktarlari paket program (Slide) kullanilarak hesaplanmustur.
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3.3 istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen verilerin analizleri SPSS (Statistical Program in Social
Sciences) 25 programu ile gergeklestirilmistir. Test sonuglari i¢in anlamlilik diizeyi (p) 0.05
olarak alinmistir. Calismada verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk Testi ile

varyanslarin homojenligi ise LEVENE testi ile kontrol edilmistir.

In vitro ¢ogaltim i¢in yapilan analizlerde veriler normal dagilim sagladigi igin ¢ok
gruplu degiskenlerin analizinde parametrik test yontemlerinden ANOVA testi kullanilmig
ve gruplar arasi ikili karsilastirmalar i¢cin Duncan ¢oklu karsilagtirma testi yapilmistir.
Tekrarli gozleme sahip verilerde ise Tekrarlayan 6l¢timlerde ANOV A analizi yapilmis ¢coklu

karsilastirmalarda ise LSD Testi kullanilmistir.

Biyokimyasal ve fizyolojik analizlerde normal dagilima uygunluk testinden sonra
Levene Testi ile varyanslarin homojenligi test edilerek kullanilacak olan ikili karsilagtirma
testi belirlenmistir. Verilerde varyans homojenligi varsayimi saglandigi (p>0.05) i¢in ikili

karsilastirmalarda Duncan Testi kullanilmistir (p<0.05) (Duncan, 1955).
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4. BULGULAR

4.1 M. nigra’min In vitro Cogaltim Cahsmalar

Bu arastirma i¢in drnekler Kayis1 Arastirma Enstitiisii arazisinde bulunan Ulkesel
Dut Gen Kaynaklar1 Parselindeki agaglardan temin edildi. Eksplantlar laboratuvar
kosullarinda uygun sterilizasyon islemlerinden geg¢irildikten sonra kiiltiire alind1 (Sekil 4.1).
M. nigra bitkisinin nodal eksplantlar1 kullanilarak yapilan in vitro ¢ogaltim ¢aligmasmin
kiiltiiri baglatma asamasinda, en yiiksek siirme orani %91 ile Haziran ayinda alinan 0.75
mg/L BAP uygulamasinda, en diisiik siirme orani ise %79.33 ile Agustos ayinda alinan 3
mg/L BAP uygulamasinda saptandi. Kontaminasyon orani, en diisiikk %8.67 ile Haziran
aymda 0.75 mg/L BAP uygulamasinda, en yiiksek ise %15 ile Agustos ayinda 1 mg/L BAP
uygulamasinda belirlendi. Siirgiin uzunlugu, en az 15.33 mm ile Haziran ve Agustos
aylarinda 3 mg/L BAP uygulamasinda, en fazla ise 24 mm ile Haziran ayinda 0.75 mg/L
BAP uygulamasinda 6l¢tildii. Siirgiin sayisi, en az 1.33 adet ile Haziran, Temmuz ve Agustos
aymda 3 mg/L BAP uygulamasinda, en fazla ise 3.67 adet ile Haziran aylarinda 0.75 mg/L
BAP uygulamasinda sayildi. Nodyum sayisi, en az ortalama 2 adet ile Temmuz ve Agustos
aymda 1 ve 3 mg/L BAP uygulamalarinda, en fazla ise ortalama 3.67 adet ile Agustos ayinda
0.75 mg/L BAP uygulamasinda bulundu. BAP konsantrasyonundaki degisimler
degiskenlere gore istatistiksel olarak anlamli bulundu. Aylara gore degisimler de istatistiksel
olarak anlamli bulundu. Ancak hem BAP konsantrasyonundaki degisimler hem de aylara
gore degisimler ayni1 anda degerlendirildiginde etkilesim etkisi istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 : Kiiltiir baglatma sonuglarinin BAP degerlerine gore degisimi

BAP (A) | Aylar (8) | BAP AYlar
Gruplar Aylar [0.75 mg/L BAP| 1 mg/L BAP | 3 mg/L BAP o o (A*B)
p degeri | p degeri <
p degeri
Haziran a91.0+1.0a a88 + 1b a85.0+1.0a
Siirme Orani (%) | Temmuz | b88.0 £2.0a b85 + 1b b79.67 £0.58a| 0.001* | 0.001* 0.134**
Agustos | c84.33+1.15a c83 £2b c79.33 +£0.58a
Kontaminasyon Haziran | a8.67+0.58a | al0.33+1.53b | a9.0+ 1.0ab
Oram (%) Temmuz| bl0.0£1.0a b14.33 £1.53b | b13.67 £0.58¢c| 0.001* | 0.030* 0.080**
Agustos | c13.33+1.53a cl5.0+2.0b |cl13.33£0.58¢c
. . Haziran a24.0 £ 1.0a a22.0+1.0a |al5.33+0.58b
S“rg“‘(‘mUnf;‘“'“g“ Temmuz | 522330582 | b22.0+ 1.0b_|bl6.67=0.58a| 0.001* | 0.001* | 0.089**
Agustos | c21.67+0.58a | c21.67+0.58a | c15.33 £0.58a
Siirgiin Sayisi Haziran | a3.67 £0.58a a2.67+0.58a | al.33+0.58a
(Siirgiin/Eksplant, | Temmuz | b2.67 £ 0.58a b2.33+0.58a | al.33+0.58a | 0.001* | 0.001* 0.932**
Adet) Agustos c3.0+0.0a c2.0 £0.0a al.33+0.58b
Nodyum Sayist Haziran | a2.67 £0.58a a2.33+£0.58a | a2.33+0.58a
(Adet) Temmuz b3.0+1.0a a2.33 £0.58b b2.0 £ 1.0a 0.001* | 0.001* 0.513**
Agustos €3.67+ 0.58a b2.0 £ 0.0b b2.0 £ 1.0¢c

p degeri; Tekrarh Slgiimlerde ANOVA testi sonucu

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli fark vardir, **p>0.05 istatistiksel olarak anlamli fark yoktur

Sol tarafta yer alan harfler aylara gére degisimi gosterirken, sag tarafta yer alan harfler gruplar arasi degisimi

gostermektedir.

Sekil 4.1 : iklim odas1 genel goriiniis (Orijinal)

Baslangi¢ ortaminda elde edilen saglikli siirglinler ile siirgiin ¢ogaltim asamasina
gecildi (Sekil 4.2). Siirglin uzunlugunun BAP degerlerine gore degisimi incelendiginde alt
kiiltire alinabilir eksplant orani en fazla %95.33 ile 0.75 mg/L BAP uygulamasinda, en
diisiik ise %85 ile 3 mg/L BAP uygulamasinda saptandi. En yiiksek vitrifikasyon orani
%9.67 ile 3 mg/L BAP uygulamasinda, en diisiik ise %2.33 ile 0.75 mg/L BAP
uygulamasinda bulundu. Siirgiin uzunlugu en yiiksek 30.87 mm ile 1 mg/L BAP

uygulamasinda, en kisa ise 22.6 mm ile 3 mg/L BAP uygulamasida 6lgtldi. En fazla
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nodyum sayisi ortalama 5.33 adet ile 1 mg/L BAP uygulamasinda, en az ise ortalama 2.33
adet ile 3 mg/L BAP uygulamasinda sayildi. BAP konsantrasyonundaki degisimler tiim
degiskenlerde istatistiksel olarak anlamli bulundu (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 : Siirgiin ¢cogaltiminin BAP degerlerine gore degisimi

Gruplar 0.75 mg/L BAP | 1 mg/L BAP | 3 mg/L BAP

Alt kiiltiire ahnabilir eksplant (%) | a95.33 +£1.15 | a94.33 £2.08 | b85.00 = 1.00

Vitrifikasyon oram (%) a2.33 £0.58 a2.67+0.58 | b9.67 +0.58
Siirgiin uzunlugu (mm) a27.9+£0.26 | b30.87+0.91 | c22.6+0.36
Nodyum sayis1 (Adet) a3.33 £0.58 b5.33+0.58 | a2.33 £0.58

Harfler satir i¢indeki degisimleri gostermektedir.

Sekil 4.2 : M. nigra’da siirgiin ¢ogaltimi (Orijinal)

Koklendirme g¢aligmalar1 i¢in 3-6 cm boyundaki siirgiinler kullanildi (Sekil 4.3).
Koéklendirme sonuglarinin IBA konsantrasyonlarina gore degisimi incelendiginde en yiiksek
koklenme orani1 %95 ile 1.5 mg/L IBA uygulamasinda, en diisiik koklenme oran1 %87.33 ile
2.5 mg/L IBA uygulamasinda saptandi. K6k uzunlugu, en yiiksek 66.6 mm ile 1.5 mg/L IBA
uygulamasinda, en diisiik 52.8 mm ile 0.75 mg/L IBA uygulamasinda 6lgiildii. Siirgiin
uzunlugu, en fazla 52.5 mm ile 1.5 mg/L IBA uygulamasinda, en diisiik 34.37 mm ile 2.5
mg/L IBA uygulamasinda bulundu. Kok sayisit en fazla 6.67 adet ile 1.5 mg/L IBA
uygulamasinda, en diisik 4.67 adet ile 2.5 mg/L IBA uygulamasinda sayildi. IBA
konsantrasyonundaki degisimler tiim degiskenlerde istatistiksel olarak anlamli bulundu

(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 : Koklendirme sonuglarinin IBA konsantrasyonlarina gore degisimi

Gruplar 0.75mg/L IBA | 1.5mg/L IBA |2.5mg/L IBA
Koklenme oram (%) ab92.00 = 1.00 a95.00 £1.00 | b87.33 +3.06
Kok uzunlugu (mm) a52.8 £ 1.11 b66.6 + 1.18 c55.83 £0.57

Siirgiin uzunlugu (mm) a34.97 +£1.00 b52.5+1.50 a34.37+1.27
Kok sayisi (Adet) ab5.33 £0.58 a6.67 = 0.58 b4.67 £ 0.58

Harfler satir i¢indeki degisimleri gostermektedir.

Sekil 4.3 : M. nigra’da koklendirme (Orijinal)

Koklendirilen bitkilerde kuraklik stresini ve kuraklik stresine cevapta MEL’in roliinii

test etmek amaci ile farkli deney gruplari olusturuldu (Sekil 4.4). Kontrol grubu igin in vitro

sartlarda koklendirilen bitkiler sivi MS ortamina (agarsiz) transfer edildi. MEL iceren

kontrol grubu igin in vitro sartlarda koklendirilen bitkiler 20 uM MEL igeren sivi MS

ortamina alindi. Karanlikta bekletilen ornekler 24 saat sonra MEL icermeyen sivi MS

ortamima transfer edildi. Kontrol grubu i¢in 355g/L PEG 8000 iceren sivi MS ortamina
alindi. Kuraklik ve MEL grubu i¢in bitkiler 20 pM MEL ve 355g/L PEG 8000 igeren s1v1

MS ortamina alindi. Karanlikta bekletilen 6rnekler 24 saat sonra MEL icermeyen fakat PEG

iceren s1vi MS ortamina transfer edildi. Uygulamalardan sonra 5., 10. ve 15. giinlerde yaprak

ornekleri aliarak -40°C’de saklandi.

Sekil 4.4 : Deneysel gruplar (Orijinal)
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4.2 Fotosentetik Pigment Miktar1 Degisimleri

M. nigra yapraklarinda yapilan Kl a degisimi incelendiginde, Kl a degeri en diisiik
kuraklik uygulanan grupta 5. glinde 5.36 ug/g, 10. giinde 5.15 pg/g ve 15. giinde 3.45 pg/g
olarak saptandi. En yiiksek Kl a degeri ise 5. giinde 9.01 pg/g olarak kontrol grubunda, 10.
giinde 8.83 pg/g olarak MEL uygulanan kontrol grubunda ve 15. giinde 8.94 ug/g olarak
kontrol grubunda saptandi. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra yapraklarinda giinlere
bagl olarak Kl a degeri degisimleri incelendiginde 15. giinde Kl a degerinde belirgin bir
azalis saptandi. K1 a degerindeki bu azalis istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.05)
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 genel olarak degerlendirildiginde, kuraklik ve MEL uygulanan grubun
kuraklik uygulanan gruba gore bitki tarafindan verilen cevabi énemli bulundu. Iki grup
arasinda 5. 10. ve 15. giinlerde K1 a degeri artt1. K1 a degeri sirasiyla; kurakhk grubunda
5.36, 5.15 ve 3.45 pg/g iken kuraklik ve MEL grubunda 6.8, 5.93 ve 4.93 ug/g olarak
belirlendi.

Cizelge 4.4 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagh Kl a miktarlarinin degisimi

Gruplar Kla (ng/e)
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a9.01 £ 0.23a a8.8 £ 0.41a a8.94 + 0.61a
Kontrol+MEL a8.51 +0.25a a8.83 £ 0.49a a8.42 + 0.26a
Kurakhk b5.36 + 0.66a b5.15 £ 0.27a b3.45+0.19b
Kurakhk+MEL €6.8 £0.13a €5.93 +£0.26b c4.93 £ 0.23c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilagtirmay1 sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilastirmayr gdstermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastiriimistir (Duncan Karsilastirma Testi).

M. nigra yapraklarinda yapilan Kl b degisimi incelendiginde, Kl b degeri en diigiik
kuraklik grubunda 5., 10. ve 15. giinlerde sirasiyla; 1.16, 1.78 ve 1.08 pg/g olarak saptandi.
En yiiksek K1 b degeri ise MEL uygulanan kontrol grubunda 5., 10. ve 15. giinlerde sirasiyla;
2.81, 2.64 ve 2.75 pg/g olarak saptandi. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra
yapraklarinda giinlere bagli olarak Kl b degeri degisimleri incelendiginde 10. giinde artis 15.
glinde ise belirgin bir azalig saptandi. Kl a degerindeki bu azalis istatistiksel olarak dnemli

bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 degerlendirildiginde, K1 b degeri kuraklik ve MEL uygulanan grupta
kuraklik uygulanan gruba gore arttigi saptandi. 5. 10. ve 15. giinlerde KI b degeri sirasiyla
kuraklik grubunda 1.16, 1.78 ve 1.08 ng/g iken kuraklik ve MEL grubunda 1.96, 2.05 ve
1.98 ug/g olarak belirlendi.

Cizelge 4.5 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagl Kl b miktarlarinin degisimi

Gruplar - Kb i) ~
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a2.47 + 0.05ac a2.24 + 0.04b a2.30 +£ 0.03c¢
Kontrol+MEL b2.81 £ 0.03a a2.64 £ 0.04b ab2.75 £ 0.02¢
Kurakhk bl.16 + 0.05ac b1.78 £ 0.01b ab1.08 = 0.03¢
Kurakhk+MEL b1.96 £0.01a c2.05 £0.04a b1.98 £ 0.01a

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir i¢indeki ortalamalar
arasindaki karsilagtirmay1 sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilastirmay1 gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

M. nigra yapraklarinda yapilan toplam klorofil miktari degisimi incelendiginde,
toplam Klorofil miktar1 en diisiik kuraklik grubunda 5., 10. ve 15. giinlerde sirasiyla; 6.85,
6.94 ve 4.54 ng/g olarak saptandi. En yiiksek toplam klorofil miktar1 ise kontrol grubunda
5., 10. ve 15. giinlerde swrasiyla; 11.43, 11.05 ve 11.28 pg/g olarak saptandi. Kuraklik
stresine maruz kalan M. nigra yapraklarinda giinlere bagh olarak toplam Klorofil miktarinin
degisimleri incelendiginde 5. ve 10. giinlerde en yiiksek oldugu saptandi. Kuraklik stresine
maruz kalan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda toplam klorofil miktarmin diistiigii
goriilmektedir. Toplam Kklorofil miktarindaki degisimler istatistiksel olarak 6nemli bulundu

(p<0.05) (Cizelge 4.6).

Toplam Klorofil miktari, 5. ve 10. giinlerde MEL uygulanan kontrol grubunda (11.32
ve 10.8 ug/g) MEL uygulanmayanlara gore (11.43 ve 11.05 pg/g) daha disiik belirlendi. Bu
degisimler istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi (p>0.05). Toplam klorofil miktar1 kuraklik
stresi ile MEL’in birlikte uygulandigi grupta kuraklik stresi uygulanan gruba gore 5., 10. ve
15. gilinlerde sirasiyla; 8.84, 7.96 ve 6.92 pg/g degerleri ile daha yiiksek oldugu saptandi. Bu
degisimler istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagli toplam klorofil miktarlarinin

degisimi
Gruplar _ Toplam Klorf)fil (ng/g) i
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol all.43 +£0.27a al1.05 +£0.13a all.28 +£0.21a
Kontrol+MEL all.32 +0.37a al10.8 + 0.35a b11.28 + 0.25a
Kurakhk b6.85 + 0.26a b6.94 + 0.25a ab4.54 £0.23b
Kurakhk+MEL c8.84 +0.21a €7.96 £ 0.14b ab6.92 +0.23c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki kargilagtirmay1 sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki kargilagtirmayr géstermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

M. nigra yapraklarinda yapilan karotenoid icerigi degisimi incelendiginde,
karotenoid igerigi en diisiik kuraklik stresi ile MEL’in birlikte uygulandigi grupta 5., 10. ve
15. giinlerde sirasiyla; 1.9, 1.83 ve 1.46 ug/g olarak bulundu. En yiiksek karotenoid igerigi
ise 5. ve 10. giinlerde sirasiyla; 2.44, 2.36 pg/g olarak kontrol grubunda 15. giinde ise 2.57
ug/g ile MEL uygulanan kontrol grubunda saptandi. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra
yapraklarinda giinlere bagli olarak karotenoid icerigi degisimleri incelendiginde 5. glinde en

yiiksek oldugu ve 10. ve 15. giinlerde ise azaldig1 saptandi. Kuraklik grubunda giinler arasi

karotenoid i¢erigindeki azaliglar istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p>0.05) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 incelendiginde karotenoid iceriginin kuraklik ve MEL grubunda kuraklik
grubuna gore azaldigi belirlendi. Karotenoid icerigi, 5. 10. ve 15. giinlerde kuraklik
grubunda 2.06, 1.88 ve 1.56 pg/g iken kuraklik ve MEL grubunda 1.9, 1.83 ve 1.46 ug/g
olarak saptandi. Kuraklik ve MEL uygulanan grupta gruplara baglh degisimler istatistiksel
olarak 6nemli bulunurken (p<0.05), giinlere baglh degisimler 6nemli bulunmamustir

(p>0.05).
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Cizelge 4.7 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagl karotenoid miktarlarinin

degisimi
Gruplar _ Karotenoisi (ng/g) i
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a2.44 + 0.02ac a2.36 = 0.03b a2.35 + 0.04c
Kontrol+MEL b2.27 £0.07a a2.22 +0.03b ab2.57 £ 0.02¢
Kurakhk b2.06 = 0.01ac b1.88 +0.02b abl.56 = 0.02¢
Kurakhk+MEL b1.90 £0.03a c1.83 £0.03a bl.46 + 0.05a

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmay: sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilastirmayr gdstermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilagtirma Testi).

4.3 Oransal Su icerigi Degisimi

M. nigra yapraklarinda OSI degisimleri incelendiginde, oransal su icerigi en diisiik
kuraklik stresi uygulanan grupta 5., 10. ve 15. giinlerde sirasiyla; %38.78, 34.6 ve 21.11
olarak bulundu. En yiiksek OSI ise MEL uygulanan kontrol grubunda 5., 10. ve 15. giinlerde
sirasiyla; %64.11, 62.69 ve 58.1 olarak saptandi. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra
yapraklarinda giinlere bagli olarak OSI’deki degisimler incelendiginde en yiiksek OSI 5.
giinde, en diisiik OSI ise 15. giinde saptand1. OSI’deki bu azalislar istatistiksel olarak dnemli
bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.8).

08I, MEL uygulanan kontrol grubunda %64.11, 62.69, 58.1 olarak saptanirken MEL
uygulanmayan grupta %63.28, 59.46, 56.73 olarak daha diisiik saptandi. Kuraklik stresi ile
MEL’in birlikte uygulandigi grup kuraklik stresi uygulanan grup ile karsilastirildiginda 5.
giinde (%48.7) ve 15. giinde (%33.01) OSI’nin daha yiiksek oldugu saptandi. Bu degisimler
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 degerlendirildiginde OSI’nin kuraklik ve MEL uygulanan grupta
kuraklik uygulanan gruba gore 5. giinde yiiksek oldugu 10. giinde azaldig1 ve 15. giinde
arttig1 saptandi. OSI, kurakhik grubunda 5. 10. ve 15. giinlerde sirasiyla; %38.78, 34.6 ve
21.11 iken kuraklik ve MEL grubunda %48.27, 33.01 ve 33.01 olarak bulundu. Bu degerler

istatistiksel olarak onemli bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.8 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagl oransal su icerigi degisimi

OSI (%)
Gruplar - - "
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a63.28 £ 0.34a a59.46 + 0.85b a56.73 £+ 0.65¢
Kontrol+MEL a64.11 + 0.68a b62.69 + 0.61b b58.1 + 0.74c
Kurakhk b38.78 +£0.91a c34.6 = 0.35b c21.11 £0.69c
Kurakhk+MEL c48.27 £ 0.51a d33.01 + 0.58b d33.01 +0.43bc

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmay: sol tarafta yer alan harfler ise siitun igindeki karsilagtirmayr gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

4.4 Peroksidaz Aktivitesi Degisimi

M. nigra yapraklarinda yapilan POD aktivitesi incelendiginde, en diisiik POD
aktivitesi MEL uygulanan kontrol grubunda 5., 10. ve 15. giinlerde sirasi ile; 0.11, 0.13 ve
0.13 U/mg protein olarak saptandi. En yliksek POD aktivitesi kuraklik ve MEL’in birlikte
uygulandig1 grupta 5., 10. ve 15. giinlerde siras1 ile; 0.89, 1.59 ve 3.92 U/mg protein olarak
belirlendi. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra yapraklarinda giinlere bagli olarak POD
aktivitesindeki degisimler incelendiginde genel olarak POD aktivitesinde artis saptandi.

POD aktivitesindeki bu artis istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.9).

POD aktivitesi, MEL uygulanan kontrol grubunda 0.11, 0.13 ve 0.13 U/mg protein
olarak saptanirken MEL uygulanmayan grupta sirasiyla; 0.22, 0.27 ve 0.26 U/mg protein
olarak daha yiiksek saptandi. Bu degisimler 5. giin igin istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.05) (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 incelendiginde, POD aktivitesinin kuraklik ve MEL uygulanan grupta
kuraklik uygulanan gruba gore arttigi saptandi. POD aktivitesi 5. 10. ve 15. giinlerde
sirastyla; kuraklik grubunda 0.6, 1.07 ve 2.04 U/mg protein iken kuraklik ve MEL grubunda
0.89, 1.59 ve 3.92 U/mg protein olarak 6l¢iildii. Bu degisimler istatistiksel olarak da 6nemli
bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.9 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagli POD aktivitesi degisimi

POD Aktivitesi (U/mg protein)
Gruplar - - "
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a0.22 + 0.01a a0.27 £0.01a a0.26 + 0.01c
Kontrol+MEL b0.11 +0.03a a0.13 £0.01a a0.13 £0.01a
Kurakhk c0.6 = 0.07a b1.07 £0.17b b2.04 £ 0.11¢c
Kurakhk+ MEL d0.89 + 0.03a c1.59 +0.14b c3.92 +£0.12¢c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmay: sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilagtirmayr gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

4.5 Askorbat Peroksidaz Aktivitesi Degisimi

M. nigra yapraklarinda yapilan APX aktivitesi incelendiginde, en diisiik APX
aktivitesi 5., 10. glinlerde sirasi1 ile 3.98, 4.57 U/mg protein olarak kontrol grubunda ve 15.
giinde ise 7.61 U/mg protein olarak MEL grubunda saptandi. En yiiksek APX aktivitesi ise
5. giinde 63.33 U/mg protein ile kuraklik grubunda, 10. ve 15. giinde siras1ile 170.43, 317.59
U/mg protein ile kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandigi grupta belirlendi. Kuraklik stresine
maruz kalan M. nigra yapraklarinda giinlere bagh olarak APX aktivitesindeki degisimler
incelendiginde genel olarak APX aktivitesinde artis saptandi. APX aktivitesindeki bu artis
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10 degerlendirildiginde, APX aktivitesinin kuraklik ve MEL uygulanan
grupta kuraklik uygulanan gruba gore 5. giinde azaldigi 10. ve 15. giinlerde arttig1 tespit
edildi. APX aktivitesi 5. 10. ve 15. gilinlerde sirasiyla; kuraklik grubunda 63.33, 97.29 ve
173.07 U/mg protein iken kuraklik ve MEL grubunda 59.43, 170.43 ve 317.59 U/mg protein

olarak bulundu. Bu degisimler istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.10 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagh APX aktivitesi degisimi

APX Aktivitesi (U/mg protein)
Gruplar - " ”
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a3.98 £ 0.02a a4.57 + 0.06b a8.41 + 0.22c
Kontrol + MEL ab.62 £ 0.24a a5.47 +0.27b a7.61 £ 0.17bc
Kurakhk b63.33 + 1.97a b97.29 + 0.54b b173.07 + 0.43c
Kurakhk+ MEL ¢59.43 + 1.05a c170.43 +0.82b c317.59 £ 1.2c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir icindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmay1 sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilastirmayr gdstermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi icerisinde karsilastirilmigtir (Duncan Karsilagtirma Testi).
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4.6 Katalaz Aktivitesi Degisimi

M. nigra yapraklarinda yapilan CAT aktivitesi degisimleri incelendiginde, en diigiik
CAT aktivitesi 5., 10. ve 15. giinlerde sirasi ile; 10.41, 8.47 ve 9.28 U/mg protein olarak
kontrol grubunda saptandi. En yiiksek CAT aktivitesi ise 5. giinde 26.84 U/mg protein ile
kuraklik grubunda, 10. ve 15. giinlerde sirasi ile 31.46 ve 54.14 U/mg protein olarak kuraklik
ve MEL’in birlikte uygulandigi grupta belirlendi. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra
yapraklarinda giinlere bagli olarak CAT aktivitesindeki degisimler incelendiginde 10. giinde
azalig 15. giinde artig saptandi. CAT aktivitesindeki bu artig ve azalislar istatistiksel olarak
onemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.11).

CAT aktivitesi, MEL uygulanan kontrol grubunda 12.34, 11.78 ve 9.65 U/mg protein
olarak saptanirken MEL uygulanmayan grupta 10.41, 8.47 ve 9.28 U/mg protein olarak daha
diisiik gozlendi. Bu degisimler 5. ve 10. giinlerde istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.05) (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 degerlendirildiginde, CAT aktivitesi kuraklik ve MEL uygulanan grupta
kuraklik uygulanan gruba gore 5. giinde azaldigi, 10. ve 15. giinlerde arttig1 saptandi. CAT
aktivitesi 5. 10. ve 15. giinlerde kuraklik grubunda sirasiyla; 26.84, 22.42 ve 34.43 U/mg
protein iken kuraklik ve MEL grubunda 24.17, 31.46 ve 54.14 U/mg protein olarak

belirlendi. Bu degisimler istatistiksel olarak da dnemli bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.11 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere baglhh CAT aktivitesi degisimi

CAT Aktivitesi (U/mg protein)
Gruplar - " "
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a10.41 £ 0.34a a8.47 +£0.17b a9.28 + 0.31c
Kontrol+MEL b12.34 + 0.43a b11.78 + 0.23a a9.65 £ 0.3c
Kurakhk €26.84 +0.39a c22.42 + 0.35b b34.43 £ 0.2¢c
Kurakhk+MEL d24.17 £ 0.39a d31.46 + 0.14b c54.14 £ 0.1c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir i¢indeki ortalamalar
arasindaki karsilagtirmay1 sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilagtirmay1 gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

4.7 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Degisimi

M. nigra yapraklarinda yapilan SOD aktivitesi degisimleri incelendiginde, en diisiik

SOD aktivitesi 5. giinde 2.48 U/mg protein ile MEL uygulanan kontrol grubunda, 10. ve 15.
giinde sirastyla 2.87 ve 0.77 U/mg protein ile kontrol grubunda saptandi. En yiiksek SOD
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aktivitesi ise 5., 10. ve 15 giinlerde sirasi ile; 37.64, 52.59 ve 97.06 U/mg protein kuraklik
ve MEL’in birlikte uygulandig1 grupta belirlendi. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra
yapraklarinda giinlere bagli olarak SOD aktivitesindeki degisimler incelendiginde genel
olarak SOD aktivitesinde artig saptandi. SOD aktivitesindeki bu artis istatistiksel olarak
onemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.12).

SOD igerigi, MEL uygulanan kontrol grubunda 2.48, 4.37 ve 3.73 U/mg protein
olarak saptanirken MEL uygulanmayan grupta sirasiyla; 2.85, 2.87 ve 0.77 U/mg protein
olarak bulundu. Bu degisimler 15. giin i¢in istatistiksel olarak 6énemli bulundu (p<0.05)
(Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 incelendiginde, SOD aktivitesi kuraklik ve MEL uygulanan grupta
kuraklik uygulanan gruba gore arttig1 belirlendi. SOD aktivitesi 5. 10. ve 15. giinlerde
kuraklik grubunda sirasiyla; 23.69, 26.3 ve 50.55 U/mg protein iken kuraklik ve MEL
grubunda 37.64, 52.59 ve 97.06 U/mg protein olarak belirlendi. Bu degisimler istatistiksel
olarak da 6nemli bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.12 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere baglh SOD aktivitesi degisimi

SOD Aktivitesi (U/ mg protein)
Gruplar - " "
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a2.85 +£0.29a a2.87 £ 0.23ab a0.77 +£ 0.26¢
Kontrol+MEL a2.48 + 0.65a a4.37 £ 0.37b b3.73 + 0.46ab
Kurakhk b23.69 + 1.69a b26.3 + 1.03ab ¢50.55 £ 0.77c
Kurakhk+MEL c37.64 +1.27a €52.59 + 1.99b d97.06 + 1.52¢

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmay1 sol tarafta yer alan harfler ise siitun icindeki karsilastirmayr gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastiriimistir (Duncan Karsilastirma Testi).

4.8 Glutatyon-S-Transferaz Aktivitesi Degisimi

M. nigra yapraklarinda yapilan GST aktivitesi incelendiginde, en diisiik GST
aktivitesi 5., 10. ve 15. giinlerde sirast ile; 4.1, 3.7 ve 4.08 U/mg protein olarak kontrol
grubunda saptandi. En yiiksek GST aktivitesi ise 5., 10. ve 15. giinlerde siras1 ile; 22.83,
30.82 ve 66.57 U/mg protein kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandig1 grupta belirlendi.
Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra yapraklarinda giinlere bagli olarak GST
aktivitesindeki degisimler incelendiginde en yiiksek deger 10. giinde saptandi. GST
aktivitesindeki bu degisimler istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.13).
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GST aktivitesi, MEL uygulanan kontrol grubunda 5.03, 5.35 ve 4.38 U/mg protein
olarak saptanirken MEL uygulanmayan grupta 4.1, 3.7 ve 4.08 U/mg protein olarak daha
diisiik gozlendi. Kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandig: grup (22.83, 30.82 ve 66.57 U/mg
protein) kuraklik grubu ile karsilastirildiginda (18.08, 30.54 ve 29.65 U/mg protein) GST
aktivitesinde 5., 10. ve 15 giinlerde artis oldugu saptandi. Gilinlere bagli bu degisimler
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagh GST aktivitesi degisimi

Gruplar _ GST Aktivitesi (EJ/mg protein) i
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a4.1 £0.35a a3.7 £ 0.36a a4.08 + 0.3a
Kontrol+MEL b5.03 +0.38a b5.35 + 0.46a a4.38 + 0.35a
Kurakhk c18.08 + 0.3a €30.54 £ 0.5b b29.65 + 0.52bc
Kurakhk+MEL d22.83 £ 0.09a c30.82+0.17b €66.57 = 0.44c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilagtirmay1 sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilagtirmay1 gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

4.9 Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Degisimi

M. nigra yapraklarinda GR aktivitesi incelendiginde, en diisiik GR aktivitesi 5. giinde
3.63 U/mg protein ile kontrol grubunda, 10. giinde 5.14 U/mg protein ile MEL uygulanan
kontrol grubunda ve 15. giinde 5.75 U/mg protein ile kontrol grubunda saptandi. En yiiksek
GR aktivitesi ise 5. giinde 41.35 U/mg protein ile kuraklik grubunda 10. giinde 57.81 U/mg
protein ve 15. giinde 124.48 U/mg protein olarak kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandigi
grupta belirlendi. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra yapraklarinda giinlere bagl olarak
GR aktivitesindeki degisimler incelendiginde genel olarak GR aktivitesinde artis saptandi.
GR aktivitesindeki bu artis istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.14).

GR aktivitesi, MEL uygulanan kontrol grubunda 8.91, 5.14 ve 7.58 U/mg protein
olarak saptanirken MEL uygulanmayan grupta sirasiyla; 3.63, 5.73 ve 5.75 U/mg protein
olarak daha diisiik gozlendi. Bu degisimler 5. ve 15. giinlerde istatistiksel olarak 6nemli
bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 degerlendirildiginde, GR aktivitesi kuraklik ve MEL uygulanan grupta
kuraklik uygulanan gruba gore 5. giinde azaldigi, 10. ve 15. giinlerde artti31 saptandi. GST
aktivitesi 5. 10. ve 15. giinlerde kuraklik grubunda sirasiyla; 41.35, 45.04 ve 80.07 U/mg
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protein iken kuraklik ve MEL grubunda 36.06, 57.81 ve 124.48 U/mg protein olarak 6l¢iildii.

Bu degisimler istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.14 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagh GR aktivitesi degisimi

Gruplar _ GR Aktivitesi (L‘J'/mg protein) i
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a3.63 £ 0.02a a5.73 + 0.08b a5.75 + 0.04bc
Kontrol+MEL b8.91 + 0.18a a5.14 + 0.06b b7.58 = 0.04c
Kurakhk c41.35 +£0.25a b45.04 + 0.74b c80.07 £ 0.3c
Kurakhk+MEL d36.06 + 0.87a c57.81 £0.75b d124.48 + 0.32c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmay: sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilastirmayr gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi icerisinde karsilastirilmigtir (Duncan Karsilagtirma Testi).

4.10 Toplam Glutatyon icerigi Degisimi

M. nigra yapraklarinda GSH igerigi incelendiginde, en diisiik GSH igerigi 5., 10. ve
15. giinlerde sirast ile; 0.3, 0.25 ve 0.26 U/mg protein olarak kontrol grubunda saptandi. En
yiikksek GSH igerigi ise 5., 10. ve 15. giinlerde sirasi ile; 0.77, 1.05 ve 2.34 U/mg protein
olarak kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandigi grupta belirlendi. Kuraklik stresine maruz
kalan M. nigra yapraklarinda giinlere bagl olarak GSH igerigi degisimler incelendiginde
genel olarak GSH igeriginde artis saptandi. GSH igerigindeki bu artis istatistiksel olarak
onemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.15).

GSH igerigi, 5. ve 10. giinlerde MEL uygulanan kontrol grubunda (0.34 ve 0.34
U/mg protein) MEL uygulanmayan gruba (0.3 ve 0.25 U/mg protein) gore daha yiiksek
belirlendi. Kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandig: bitkilerde 15. giinde GSH igerigi en
yiiksek (2.34 U/mg protein) bulundu. Bu degisimler istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.05) (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 incelendiginde, GSH igerigi kuraklik ve MEL uygulanan grupta
kuraklik uygulanan gruba gore arttig1 belirlendi. GSH igerigi 5. 10. ve 15. giinlerde kuraklik
grubunda sirasiyla; 0.72, 0.76 ve 1.21 U/mg protein iken kuraklik ve MEL grubunda 0.77,
1.05 ve 2.34 U/mg protein olarak 6lgiildii. Bu degisimler istatistiksel olarak da onemli
bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.15 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagl GSH igerigi degisimi

Gruplar i GSH i¢erigi (U{mg protein) i
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a0.3 £0.01a a0.25 £ 0.01b a0.26 + 0.01bc
Kontrol+MEL b0.34 +0.01a b0.34 +0.02a a0.26 £ 0.03c
Kurakhk c0.72 £ 0.01a c0.76 £ 0.04a b1.21 £+ 0.04c
Kurakhk+MEL d0.77 £ 0.02a d1.05 +0.02b c2.34 £ 0.01c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmayi sol tarafta yer alan harfler ise siitun igindeki karsilastirmayr gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

4.11 Lipid Peroksidasyonu Icerigi Degisimi

M. nigra yapraklarinda MDA igerigindeki degisimler incelendiginde, en diisiik MDA
icerigi 5. glinde 4.39 pmol MDA/g yas agirlik ile MEL uygulanan kontrol grubunda, 10. ve
15. giinlerde sirasi ile; 4.19 ve 4.24 umol MDA/g yas agirlik ile kontrol grubunda saptandi.
En yiiksek MDA igerigi ise 5., 10. ve 15. giinlerde siras1 ile; 21.18, 26.71 ve 27.75 umol
MDA/g yas agirlik olarak kuraklik grubunda belirlendi. Kuraklik stresine maruz kalan M.
nigra yapraklarmda giinlere bagli olarak MDA igerigi degisimleri incelendiginde en yiiksek
MDA igeriginde 15. giinde saptandi. MDA igerigindeki bu artislar istatistiksel olarak 6nemli
bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.16).

MDA igerigi, MEL uygulanan kontrol grubunda 4.39, 4.91 ve 5.06 umol MDA/g yas
agirhik olarak saptanirken MEL uygulanmayan grupta sirasiyla; 4.86, 4.19 ve 4.24 umol
MDA/g yas agirlik olarak belirlendi. Bu degisimler istatistiksel olarak énemli bulunmadi
(p>0.05) (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16 degerlendirildiginde, MDA igeriginin kuraklik ve MEL uygulanan
grupta kuraklik uygulanan gruba gore daha az oldugu belirlendi. MDA igerigi 5. 10. ve 15.
giinlerde kuraklik grubunda sirasiyla; 21.18, 26.71 ve 27.75 umol MDA/g yas agirlik iken
kuraklik ve MEL grubunda 18.96, 20.05 ve 23.2 umol MDA/g yas agirlik olarak belirlendi.

Giinlere ve gruplara bagl bu degisimler istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.16 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagli MDA igerigi degisimi

Gruplar I.\-/IDA igerigi (pmol l\fDA/g yas agirhk) i
S. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a4.86 + 0.09a a4.19 + 0.62a a4.24 + 0.09a
Kontrol+MEL a4.39 + 0.47a a4.91 +0.5a a5.06 + 0.7a
Kurakhk b21.18 +0.59a b26.71 + 0.24b b27.75 + 0.15¢
Kurakhk+MEL c18.96 + 0.36a €20.05 + 0.39b 23.2 = 0.24c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmay: sol tarafta yer alan harfler ise siitun igindeki karsilastirmayr gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

4.12 Toplam Fenolik Madde Icerigi Degisimi

M. nigra yapraklarinda toplam fenolik madde igerigi incelendigindeki degisimler
incelendiginde, en diisiik toplam fenolik madde igerigi 5. glinde 2.68 pg/g yas agirlik ile
kontrol ve MEL uygulanan kontrol grubunda, 10. giinde 2.38 nug/g yas agirlik ve 15. giinde
2.37 ug/g yas agirlik ile MEL uygulanan kontrol grubunda saptandi. Toplam fenolik madde
icerigi en yiiksek 5., 10. ve 15. giinlerde sirasi ile; 8.75, 8.84 ve 13.5 pg/g yas agirlik olarak
kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandig1 grupta belirlendi (Cizelge 4.17).

Fenolik madde igerigi, MEL uygulanan kontrol grubunda 2.68, 2.38 ve 2.37 umol
ug/g yas agirlik olarak saptanirken MEL uygulanmayan grupta 2.68, 2.85 ve 2.75 umol ug/g
yas agirlik olarak saptandi. MEL igeren kontrol ve kontrol grubu arasinda gruplara ve

giinlere bagli toplam fenolik miktarindaki degisim 6nemli bulunmadi (p>0.05) (Cizelge
4.17).

Cizelge 4. 17 degerlendirildiginde, fenolik madde igerigi kuraklik ve MEL’in birlikte
uygulandigi grup kuraklik grubu ile karsilastirildiginda daha yiiksek saptandi. Fenolik
madde icerigi kuraklik grubunda 5., 10. ve 15. giinlerde sirasiyla; 7.46, 7.9 ve 8.82 pg/g yas
agirlik iken kuraklik ve MEL grubunda 8.75, 8.84 ve 13.5 ug/g yas agirlik olarak 6l¢iildii.
Giinlere ve gruplara bagli bu degisimler istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.05)
(Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagli toplam fenolik miktarindaki

degisim
Gruplar To;:lam Fenolik Madde Mjktarl (ng/g yas aglrllk?
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a2.68 + 0.24a a2.85 +0.16a a2.75 £ 0.07a
Kontrol+MEL a2.68 + 0.40a a2.38 £ 0.28a a2.37 £0.27a
Kurakhk b7.46 + 0.43a b7.9 + 0.34a b8.82 + 0.27b
Kurakhk+MEL c8.75 + 0.49a c8.84 £ 0.31a c13.5+0.39b

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmayi sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilastirmayr gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi icerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

4.13 Prolin Miktar1 Degisimi

M. nigra yapraklarinda prolin miktaridaki degisimler incelendiginde, en diisiik prolin
miktar1 5., 10. ve 15. giinlerde sirasi ile; 3.53, 3.47 ve 3.91 ug/g yas agirlik olarak kontrol
grubunda saptandi. En yiiksek prolin miktar1 ise 5., 10. ve 15. giinlerde sirasi ile; 99.89,
110.14 ve 115.11 ng/g yas agirhik olarak kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandigi grupta
belirlendi. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra yapraklarinda giinlere bagli olarak prolin
miktar1 degisimleri incelendiginde genel olarak prolin miktarinda artis saptandi. Prolin

miktarindaki bu artis istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.18).

Prolin miktar1i, MEL uygulanan kontrol grubunda 4.92, 4.73 ve 6.81 pg/g yas agirhik
olarak saptanirken MEL uygulanmayan grupta 3.53, 3.47 ve 3.91 ug/g yas agirhik olarak
daha diistik gozlendi. Bu degisimler istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge
4.18).

Cizelge 4.18 degerlendirildiginde, prolin miktar1 kuraklik ve MEL uygulanan grupta
kuraklik uygulanan gruba gore daha yiiksek saptandi. Prolin miktar1 5. 10. ve 15. giinlerde
kuraklik grubunda sirasiyla; 75.99, 91.77 ve 98.25 ng/g yas agirlik iken kuraklik ve MEL
grubunda 99.89, 110.14 ve 115.11 pg/g yas agirlik olarak 6l¢iildii. Bu degisimler istatistiksel
olarak onemli bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.18 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagli Prolin miktarindaki degisim

Gruplar _ Prolin Miktar (u§/g yas agirhk) i
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol a3.53 £0.18a a3.47 +0.49a a3.91 + 0.54a
Kontrol+MEL b4.92 + 0.48ac b4.73 + 0.36b b6.81 + 0.29¢
Kurakhk €75.99 + 0.58a €91.77 £ 0.57b €98.25 + 0.44c
Kurakhk+MEL d99.89 + 0.5a d110.14 +0.22b d115.11 £0.13c

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmayi sol tarafta yer alan harfler ise siitun igindeki karsilastirmayr gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilastirma Testi).

4.14 I¢sel Melatonin Miktar1 Degisimi

M. nigra yapraklarinda i¢sel MEL miktarindaki degisimler incelendiginde, en diisiik
icsel MEL miktar1 5.giinde 1.66 ng/g yas agirlik olarak kontrol grubunda 10. ve 15. giinlerde
sirastyla 2.5 ve 1.55 ng/g yas agirlik olarak kuraklik grubunda saptandi. En yiiksek i¢sel
MEL miktar1 ise 5. giinde 4.79 ng/g yas agirlik olarak MEL uygulanan kontrol grubunda,
10. giinde 13.74 ng/g yas agirlhik olarak kontrol grubunda ve 15. giinde 6.97 ng/g yas agirlik
olarak MEL grubunda bulundu. Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra yapraklarinda
giinlere baglh olarak igsel MEL miktar1 degisimleri incelendiginde 10. giinde en yiiksek
degere ulastig1 saptand1. Ii¢gsel MEL miktarindaki bu artis ve azalslar istatistiksel olarak
onemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.19).

Icsel MEL miktari, 5. ve 15. giinlerde MEL uygulanan kontrol grubunda 4.79 ve 6.97
ng/g yas agirlik olarak MEL uygulanmayanlara (1.66 ve 3.54 ng/g yas agirlik) gore daha
yiiksek saptandi. Bu degisimler istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19 incelendiginde, igsel MEL miktar1 kuraklik ve MEL uygulanan grupta
kuraklik uygulanan gruba gore 5. giinde ayni, 10. ve 15. giinlerde ise daha yiiksek saptandi.
Icsel MEL miktar1 5. 10. ve 15. giinlerde kuraklik grubunda sirasiyla; 4.03, 2.5 ve 1.55 ng/g
yas agirlik iken kuraklik ve MEL grubunda 4.03, 4.11 ve 3.84 ng/g yas agirlik olarak
bulundu. Giinlere bagl degisimler kuraklik grubunda istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.05). Gruplara bagh degisimler 10. ve 15. giinler i¢in istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.05).
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Cizelge 4.19 : M. nigra yapraklarinda gruplara ve giinlere bagl i¢sel MEL miktarindaki

degisim
Gruplar _ MEL Miktan (ng“/g yas agirhk) _
5. giin 10. giin 15. giin
Kontrol al.66 £ 0.18a al3.74 +2.63b a3.54 +£0.08a
Kontrol+MEL b4.79 + 0.76a al0.72 £0.71b b6.97 + 0.23c
Kurakhk b4.03 £ 0.13a b2.50 £+ 0.04b b1.55 +0.35¢
Kurakhk+MEL b4.03 £ 0.57a c4.11 £0.42a c3.84 + 1.04a

Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), ayni harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur(p>0.05). Sag tarafta yer alan harfler satir igindeki ortalamalar
arasindaki karsilastirmay: sol tarafta yer alan harfler ise siitun i¢indeki karsilastirmayr gostermektedir. Her
asama (5., 10. ve 15. giinler) kendi igerisinde karsilastirilmistir (Duncan Karsilagtirma Testi).
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5. TARTISMA ve SONUC

Kuraklik, toprakta bitkiler tarafindan kullanilabilir su miktarinin azaldigir ve
meteorolojik sartlar yiiziinden evoporasyon ya da transpirasyon ile suyun kaybedildigi
sartlarda olugmaktadir (Jaleel vd., 2009). Diinyada etkili olan dogal afetlerin tipik 6zellikleri
ve etki derecelerine gore yapilan degerlendirmede kuraklik, ilk swrada yer almaktadir.

Kuraklik, son zamanlarin en 6nemli giindem maddesidir (Mengii vd., 2011).

Kiiresel 1sinmanin sebep oldugu iklim degisikleri sonucu, kuraklik tarimsal tiretimi
kisitlayan en 6nemli problem olmustur. Kurak kosullar, hiicre bdliinmesi ve biiyiimesini
azaltarak bitki gelisimini azaltir. Ayrica kuraklik esnasinda biiylime i¢in bir itici giic olan
turgor basincimin azalmasi, transpirasyonun olumsuz etkilenmesi, mineral madde aliniminin
diismesi ve biiylime hizinin gerilemesi meydana gelebilir (Kabay, 2018; Kabay, 2019). Bu
nedenle kuraklik, tarimsal iiretim igin en 6nemli smirlayici faktorler arasindadir (Liu ve
Stiitzel, 2004; Ozfidaner vd., 2018). Bitkilerin su yetersizligi kosullarmna adapte olabilecegi
mekanizmalar1 anlamak, kurakliktan kaynaklanan verim kayiplaria ¢6ziim bulmak biiyiik

bir 6nem arz etmektedir.

Farkli bitki tiirlerinde yapilan c¢aligmalar, kontrollii sartlarda PEG’in bitkilerde
kuraklik stresinin olusturulmasinda basarili bir sekilde kullanilabilecegini gdstermistir
(Rouhi vd., 2004; Zhu vd., 2005; Rouhi vd., 2006; Caruso vd., 2008; Chen vd., 2010; Ipek,
2015). PEG, bulundugu ortamim ozmotik potansiyelini etkilemek sureti ile bitkilerde su
alimmmi tlizerinde Onemli etkiye sahiptir. PEG’in ortamda kullanim yogunlugu, farkl
diizeylerde kuraklik stresine neden olmaktadir. Bundan dolay1 bu arastirmada kuraklik stresi

olusturmak amaci ile -1.5 MPa’lik bir ortam olusturulmustur.

5.1 M. nigra’mn In vitro Cogaltinm

Doku kiiltiirii calismalarinda, eksplanta yapilan etkili bir yiizey sterilizasyonu kiiltiirti
baglatma agamasinin en 6nemli agsamasidir. Genellikle kiiltiirii baglatma agsamasinda goriilen
kontaminasyon, eksplant kararmasi ve tomurcuk siirmemesi gibi problemler, odunsu tiirlerin

mikrogogaltimimi sinirlayan faktorlerdendir. Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda alinan
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eksplantlar ayni sterilizasyon yontemine tabi tutulmustur. Haziran aymda baslatilan
kiiltiirler, %91 siirme ve %8.67 kontaminasyon orani ile daha basarili bulunmustur. Agustos
aymnda en yiiksek kontaminasyon orani %13.33 ile ve en diisiikk siirme oran1 %79.33 ile
saptanmistir (Cizelge 4.1). Bu durum Agustos ayinda karadut agaglarinda tomurcuklarin
biiyiiyerek tomurcuk pullarinin daha fazla toz tutmasi ile iligkilendirilmistir. Ayrica bu ayda
stirglinler tiiylerle kaplanarak kalinlagmistir. Tiiylerin tuttugu mikroorganizmalar besi
ortaminda ¢ogalmalar i¢in uygun kosul bularak hizla ¢ogalmistir. Kisin yapragmi doken
tiirlerin yesil ¢elikleri icin en 1yi sonuglar genellikle, ¢eliklerin miimkiin oldugu kadar erken
almmasiyla elde edilir. Ancak bu sirada yapraklar tam biitiinliiglinii almis ve siirgiinler bir
dereceye kadar olgunlagsmis olmalidir. Birgok elma ¢esitlerinde yesil ¢eliklerin kdklenmesi
iizerinde yapilan arastirmalarda koklenmeyi uyarici kimyasal maddelerin optimum
etkilerinde, celik yasinin bir ay artmasiyla bile azalma oldugu bulunmustur. En iyi sonug,
celiklerin Mayis ayinda, siirglinler 10-17 cm boyunda iken alinmalar halinde elde edilmistir

(Hartman ve Kester, 1975)

Kiiltiirti baslatma asamasinda, MS besi ortamu kullanilarak farkli BAP
konsantrasyonlarinda yapilan denemeler ile 0.75 mg/L BAP, 0.01 mg/L IBA ve 0.2 mg/L
GAgz’ilin, tomurcuklarin siirmesinde etkili olan dozlar oldugu saptandi. Ortamda kullanilan
0.75 mg/L BAP’n siirme orani, siirgiin uzunlugu, siirgiin sayis1 ve nodyum sayist ile onemli
oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1). BAP konsantrasyonunun artmasi siirgiinlerin daha kisa
olmasina neden olurken yaprak alanini artirdigi gozlenmistir. En kisa stirgiinler 3 mg/L BAP
iceren besi ortaminda gogaltilan eksplantlarda 6l¢iilmiistiir. Benzer olarak M. alba’nin nodal
tomurcuklar1 ile yapilan bir arastirmada, besi ortaminda BAP konsantrasyonu arttikca
stirgiin uzunlugunda azalma oldugu bildirilmistir (Balakrishnan vd., 2009). Farkli dut
genotiplerinden (Morus spp.) alinan nodal eksplantlarin siirme orani, en yiksek M-5
genotipinde %83 ile 1 mg/L BAP ve 1 mg/L NAA dozlarin1 igeren MS besi ortaminda
bulunmustur. En diistik slirme orani ise %56 ile Mysore genotipinde 0.5 mg/L BAP ve 1
mg/L NAA dozlarini igeren ortamda bulunmustur. Tomurcuklarin siirme oraninin genotipik
farkliliga ve bitki biiylime diizenleyicilerin konsantrasyonuna bagli oldugu bildirilmektedir

(Ahalya vd., 2020). Yaptigimiz arastirmada bu sonuglar1 desteklemektedir.

M. nigra’da siirgiin ¢ogaltimi igin MS besi ortamima 1 mg/L BAP, 0.01 mg/L IBA,
0.2 mg/L GAz eklenmesinin en uygun dozlar oldugu saptanmustir. Besi ortamina eklenen
BAP konsantrasyonunun artmasi vitrifikasyon oranimni artirmistir. En yiiksek vitrifikasyon

orant %9.67, en disiik siirgiin uzunlugu 22.6 mm ve en diisilk nodyum sayis1 ortalama 2.33
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adet ile 3 mg/L BAP uygulamasinda bulunmustur. Sirglin ¢ogaltimi i¢in uygun
konsantrasyonun en uzun siirgiin uzunlugu (30.87 mm ) ve en fazla nodyum sayis1 (ortalama
5.3 adet) ile 1 mg/L BAP oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). Gogoi vd. (2017) M. indica’nin
cogaltiminda nodal eksplant kullanmiglardir. Bu arastirmada, siirgiin ¢ogaltim1 i¢in MS besi
yerine 0.5, 1, 1.5, 2 ve 2.5 mg/L BAP eklenmistir. Bizim arastirmamiza benzer olarak BAP
konsantrasyonunun artmasi ile siirgiin uzunlugunda azalma oldugu rapor edilmistir. En uzun
stirgiin 2 cm ile 0.5 mg/L BAP dozunda, en kisa siirgiin ise 1.2 cm ile 2.5 mg/L BAP
ilavesinde saptanmustir. Internodyum sayisi en fazla 4.2 adet ile 1.5 mg/L BAP
konsantrasyonunda, en az ise 3.3 adet ile 2.5 mg/L BAP konsantrasyonunda bulunmustur
(Gogoi vd., 2017). M. nigra bitkisinin mikrogogaltiminin arastirildigi bir galismada 0.5 mg/L
ve 1.5 mg/L dozlarinda BAP kullandiklar1 ortamlardan elde ettikleri siirgiin proliferasyon
oranlarmi sirast ile %80 ve %90 olarak belirlenmistir (Zaki vd., 2011). Odunsu bitkilerin in
vitro kosullardaki ¢ogaltiminda BAP konsantrasyonunun yani sira bitkilerin besi ortamina
tutunmasini saglayan agar gibi jel yapict maddeler de vitrifikasyona neden olabilmektedir.
Nodyum sayis1 degisimi, en yiiksek 1 mg/LL. BAP grubunda ortalama 5.33 adet olup, en
diistik ise 3 mg/L. BAP grubunda ortalama 2.33 adet dl¢iilmiistiir (Cizelge 4.2). M. nigra’da
stirglin proliferasyonunun arastirildig1 baska bir ¢alismada en i1yi sonu¢ MS besi ortamina
eklenen 0.5 mg/L BAP ve 0.1 mg/L IBA kombinasyonunda oldugu; Mnl genotipinde 5.3
adet/siirgiin ve Mn2 genotipinde 6.9 adet/siirgiin elde ettiklerini bildirilmistir (Durkovié vd.,
2012). Benzer olarak M. nigra’nin doku kiiltiirii ile ¢ogaltiminin arastirildigi bir ¢alismada,
MS besi ortamima 5 mg/L kinetin ilavesi ile eksplant basina en fazla siirglin 4.1 adet
saptanmustir (Yildiz ve Yilmaz, 1999). Kalkisim ve arkadaslar1 (2013), M.nigra’nin
cogaltimi i¢in MS besi ortamina 1.0 ve 2.0 mg/L BAP eklenmesinin rejenerasyonu, siirgiin
sayisini, siirglin uzunlugunu ve yaprak sayisini artirdigini bildirmislerdir. Cesitli dut tiirleri
ile yapilan ¢aligmalarda siirgiin gelisimi ve c¢ogaltimi1 i¢in diger sitokininlerle
karsilastirildiginda BAP’in daha etkili oldugu belirlenmistir (Yadav vd., 1990; Pattnaik ve
Chand 1997). Bununla birlikte yiiksek BAP konsantrasyonu siirgiin gogaltimini engelledigi,
diisiik konsantrasyonlarda daha basarili sonuglarin elde edildigi belirtilmektedir (Tabachnik
ve Kester 1977; Rugini ve Verma 1983; Bhau ve Wakhlu 2003; Channuntapipat vd., 2003).
M. nigra’nin siirglin ucu ve koltuk tomurcugu eksplantlarinda en 1yi siirglin geligiminin, 1
mg/L BAP uygulamasinda elde edildigini belirtmektedir (Yadav vd., 1990). Myrobolan
anacinm mikrogogaltimmda 1 mg/LL BAP iceren MS besi ortami kullanilmistir. Siirgiin

sayist 5.25 adet/ bitki, siirgiin boyu 2.25 cm oOlglilmiistir (Dagman, 2019). M. nigra
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bitkisinde siirglin ¢ogaltim1 i¢in elde ettigimiz sonug¢lar mevcut aragtirmalar ile paralellik

gostermektedir.

In vitro’da bitkicikler 3-4 haftada koklenmislerdir. En iyi koklenme orani, %95
koklenme ile 1.5 mg/L IBA uygulamasinda tespit edilmistir. Bu konsantrasyonda siirgiin
uzunlugu, kok sayisi ve kok uzunlugu parametreleri de dnemli bulunmustur. Kok uzunlugu
degisiminde en diisiik deger 52.8 mm ile 0.75 mg/L IBA grubunda olup, en yiiksek deger
66.6 mm ile 1.5 mg/L IBA grubunda 6l¢iilmiistiir. Siirgiin uzunlugu degisiminde en yiiksek
deger 52.5 mm ile 1.5 mg/L IBA grubunda olup, en diisiik deger ise 34.37 mm ile 2.5 mg/L
IBA grubunda 6l¢tilmiistiir. Kok sayisi/siirgiin degisiminde en diisiik deger, 2.5 mg/L IBA
grubunda 4.67 adet iken en yiiksek deger 1.5 mg/LL IBA grubunda 6.67 adet olarak
Olgtilmistiir (Cizelge 4.3). Urmu dutunun (M.nigra) ¢ogaltimida, %84 koklenme orani ile
1 mg/L IBA’nin kdklenme i¢in en uygun doz oldugu bildirilmistir (Ozkul, 2014). Morus
alba L. i¢in uygun bir protokoliin gelistirilmesinin amag¢landig1 bir ¢alismada, en yiiksek
koklenme MS ortaminda 0.5 mg/L IBA ile elde edilmistir (Habib vd., 2003). M. nigra’nin
in vitro ortamda koklendirme ¢alismalarinda MS besi ortamina eklenen 0.5 mg/L IBA ile
%29.6 basar1 saglarken 1 mg/L IBA’da oran %25’e diismiistiir. Uygulamada 0.5 mg/L
IBA’nin kullanildig1 grupta, 3.8 adet kok sayisi, 67.2 mm kok uzunlugu ve 24.8 mm siirgiin
uzunlugu ile daha basarili sonug alindig1 belirtilmistir (Sengiil, 2012). Prunus domestica’nin
koklendirilmesinde, IBA konsantrasyonunun kok sayisi iizerine etkisinin arastirildigi
caligmada; 0.3 mg/L IBA uygulamasinda 1.25 adet, 1 mg/L IBA uygulamasinda, 2.5 adet
ve 2 mg/L IBA uygulamasinda 2 adet olarak sayilmistir (Gokdere, 2019).

Bu arastirmada, M. nigra’nin in vitro ortamda ¢ogaltiminda eksplant olarak nodal
tomurcuklarin kullanilmasi, eksplantlarin alinmasi i¢in Haziran aymimn uygun oldugu, kiiltiir
baslatma i¢in 0.75 mg/L BAP, siirgiin ¢ogaltimi i¢in 1 mg/L BAP ve kdklenme i¢in 1.5 mg/L
IBA konsantrasyonlarmin uygun oldugu belirlenmistir. Doku kiiltiirtinde nodal eksplanttan

bu mikrogogaltim protokolii kullanilarak 20-25 haftada tam bir bitki elde edilmistir.

5.2 M. nigra’da Biiyiime Kriterleri Uzerine Kurakhk Stresinin Etkileri

Doku kiiltiiriinde yetistirilen M. nigra bitkisine in vitro kosullarda -1.5 MPa’lik
kuraklik stresi uygulanmustir. Ayrica, MEL’in strese cevapta roliinii aydmlatmak igin de

kontrol ve stres gruplarina ayrica 20 uM MEL uygulamasi yapilmistir.
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Farkli stres tipleri ile ilgili yapilan arastirmalarda, pigment sisteminin stres
faktorlerine gore onemli degisimler gosterdigi saptanmistir. Ornegin; Kuraklik stresinin biber
genotiplerindeki Kl a, Kl b, toplam klorofil igceriklerinde meydana getirdigi degisimlerin
incelendigi bir arastirmada, kurakliga toleransi olan genotiplerde kurakliga hassas olan
genotiplere gore daha fazla degisim saptanmustir. Stres kosullarinda, K1 a miktarlarindaki en
az diisiis %12’lik bir degisimle Gdlpmar genotipinde, en fazla ise %52’lik bir kayipla inan
3363 gesidinde oldugu rapor edilmistir. KI b igeriginde ise en az etkilenen %22’lik kayipla
Golpmar genotipi olurken en ¢ok etkilenen %41°lik kayipla Osmanbey genotipi oldugu ifade
edilmistir. Toplam klorofil igeriginin degisim oranimnin %18.79 ile %38.81 arasinda oldugu
bildirilmistir (Yaban ve Kabay, 2019). Bir baska arastirmada, kuraklik stresi kosullarinda iki
bugday cesidinde; siirgiin gelisim kriterleri, yaprak alani, yaprak sayisi, siirgiinlerin yas ve
kuru agirliklari, yaprak oransal su igeriginde kademeli diisiislerin oldugu saptanmistir.
Bununla birlikte, her iki ¢esidin kok ile siirglinlerinde Kl a, K1 b ve toplam klorofil,
polisakkarit degerleri, toplam seker, baz1 element igerikleri (fosfor, potasyum, magnezyum
ve kalsiyum) ve CAT aktivitesinde 6nemli azaliglar tespit etmislerdir (Abdalla ve El-
Khoshiban, 2007). Yapilan bir arastirmada, PEG 6000’¢ bagl siddetli ve orta siddetli
kuraklik stresi kosullarindaki domates (cv Nikita) bitkilerinde de kuraklik uygulamasiyla
beraber, K1 a ve Kl b miktarinda anlamli bir diisiis baslamis, stresin siddetlenmesi ile bu
diistisiin daha da arttig1 rapor edilmistir. Toplam klorofil miktar1 ve klorofil a/b oran1 da
kurakliktan etkilenerek azaldigi saptanmustir (Zgalli vd., 2006). Santos (2004), bitkilerde
klorofil igerigindeki azalmanin klorofil biyosentezinin azalmasindan ya da klorofil
yikiminin artmasindan kaynaklanabilecegini bildirmistir. Yine yapilan bir arastirmada,
pendimetalinin ve kuraklik stresinin uygulandig: biberlerde (Capsicum annuum) karotenoid
miktar1 ve toplam klorofil igeriginin azaldigini rapor etmislerdir. Bu arastirmada, 50 uM
MEL uygulanan bitkilerde, MEL uygulanmayan bitkilere gore klorofil ve karotenoid
iceriklerinin arttigin1 saptamiglardir (Kaya ve Doganlar, 2019). Farkli bir arastirmada
kuraklik stresi kosullarinda Carya cathayensis (Cin hickory) bitkilerine MEL uygulamasinin
fenilpropanoid, klorofil ve karotenoid biyosentezi ile karbon fiksasyonu gibi metabolik
yollar1 diizenledigini saptanmistir (Sharma vd., 2020). Farkli bir arastirmada ise; kuraklik ve
tuzluluk stresine maruz kalan tiitiinde (Nicotiana tabacum L. ) klorofil igeriginin azaldigini,
karotenoid igeriginin arttigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte MEL uygulanan bitkilerde

pigment ve karotenoid iceriklerinin arttigin1 rapor etmislerdir (Kaya ve Inan, 2018).
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Arastirmamizda kuraklik stresi uyguladigimiz M. nigra yapraklarinda K1 a degisimi
incelendiginde, tiim giinlerde kontrole gore daha diisiik miktarda oldugu saptanmustir.
Kuraklik grubunda en diisiik Kl a degeri 3.45 pg/g olarak 15. giinde belirlenirken, en yiiksek
Kl a degeri 5.36 pg/g olarak 5. giinde saptanmuisti. MEL uygulanan gruplarda ise Kl a
miktarinda sadece kuraklik uygulanan gruplara gore belirgin bir artig vardir. Kuraklik ve
MEL’in birlikte uygulandig1 grupta en diisiik KI a degeri 4.93 ng/g olarak 15. giinde, en
yiiksek ise 6.8 pg/g olarak 5. giinde belirlenmistir (Cizelge 4.4). Kuraklik ve MEL grubu,
kuraklik grubu ile karsilastirildiginda Kl a miktarinin en fazla 15. giinde 1.43 kat arttig1

saptanmistir.

Ayni bitki grubunda KI b degisimi incelendiginde, kuraklik uygulanan gruplarda
kontrole gore tiim giinlerde Kl b degeri diisikk miktarda oldugu saptanmistir. Kuraklik
grubunda en diisiik KI b degeri 1.08 pg/g olarak 15. giinde belirlenirken, en yiiksek KI b
degeri 1.78 ug/g olarak 10. giinde saptanmustir. Bitkilere MEL uygulanmasinin, kuraklik ve
kontrol gruplarinda K1b degerini degerini artirdigi saptanmistir. Kuraklik ve MEL’in birlikte
uygulandig1 grupta, en diisiik K1 b degeri 1.96 pg/g olarak 5. giinde, en yiiksek ise 2.05 ug/g
olarak 10. giinde belirlenmistir (Cizelge 4.5). Kuraklik ve MEL uygulamasi
degerlendirildiginde, kuraklik grubuna gore Kl b miktarmnin 5. giinde 1.6 kat, 10. giinde 1.2
kat ve en fazla 15. giinde 1.8 kat arttig1 saptanmustir.

Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda toplam Kklorofil igerigi
degerlendirildiginde, kontrole kiyasla uygulama siiresince daha diisiik miktarda oldugu
saptanmustir. Kuraklik grubunda en diisiik toplam klorofil i¢erigi 4.54 ng/g olarak 15. giinde
belirlenirken, en yliksek toplam klorofil igerigi 6.94 ug/g olarak 10. giinde saptanmustir.
Bitkilere kuraklik ve MEL’in birlikte uygulanmasi, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda
toplam klorofil i¢erigi daha yiiksek bulunmustur. Kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandigi
grupta en diisiik klorofil icerigi 6.92 ng/g olarak 15. giinde en yiiksek ise 8.84 pg/g olarak 5.
giinde belirlenmistir (Cizelge 4.6). Kuraklik ve MEL grubu kuraklik grubu ile

karsilastirildiginda toplam klorofil miktarinin en fazla 15. giinde 1.5 kat arttig1 saptanmistir.

Giinlere baglh bu degisim, kuraklik stresinin M. nigra’da pigment sistemi iizerine
olumsuz etkisinin oldugunu gostermektedir. MEL ve kuraklhigin birlikte uygulandigi grupta
Kl b miktarindaki artis MEL’in koruyucu etkisi olabilecegini diislindiirmektedir (Cizelge
44,45, 4.6).
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M. nigra yapraklarinda karotenoid icerigindeki degisimler incelendiginde, kuraklik
uygulanan gruplarda kontrolden daha diisikk ¢ikmustir. Kuraklik grubunda en diisiikk
karotenoid igerigi 1.56 ng/g olarak 15. giinde belirlenirken, en yliksek karotenoid igerigi 2.06
ug/g olarak 10. giinde saptandi. Kontrol grubunda MEL uygulamasinin 15. giiniinde
karotenoid igerigi diger gilinlere gore artig gostererek 2.57 pg/g olarak belirlenmistir.
Kuraklik grubunda bitkilere MEL uygulanmasi, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda
karotenoid igerigi daha diisiik miktarda bulunmustur. Kuraklik ve MEL’in birlikte
uygulandig1 grupta en diisiik karotenoid icerigi 1.46 pg/g olarak 15. giinde, en yiiksek ise
1.9 pg/g olarak 5. giinde belirlenmistir (Cizelge 4.7). Kontrol ve MEL grubu, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda karotenoid icerigi en fazla 15. giinde 1.1 kat artnmstir. Kuraklik ve
MEL grubu kuraklik grubu ile Kkarsilastirildiginda karotenoid igeriginde artis

saptanmamastir.

Fracheboud vd. (2004) kuraklhigim etkisi ile klorofil ve karotenoid igeriginde diisiis
olabilecegini belirtmislerdir. Bunun da nedeninin karbon degisimi orani ile yakindan ilgili
oldugu bildirilmistir. Smirnoff (1993) tarafindan kurakligin fotosentezin engellenmesinde,
151k yakalama kompleksinin kullanimi arasindaki uyumsuzluk nedeni ile oksidatif stresi
tetikledigi rapor edilmistir. Arastirmamizdaki bulgularimiz, bu sonuclar ile uyumlu olup
PEG uygulamasi ile PEG ve MEL’in ayn1 zamanda uygulandig1 gruplarda karotenoid
iceriginde belirgin azalis gdzlenmistir (Cizelge 4.7).

Tuzluluk stresine maruz kalan dut genotiplerinde (Morus alba L.), karotenoid ve
toplam klorofil igeriginin tuzluluk ile 6nemli 6l¢lide azaldig1 belirlenmistir (Agastian vd.,
2000). Guha vd. (2010) tarafindan yapilan arastirmada dort dut ¢esidinde (Morus indica L.
cvs.V-1, MR-2, S-36 ve K-2), kurakliga tolerans bakimmdan yapilan degerlendirmede,
cesitler arasinda karotenoid miktarinin farkli sekilde etkilendigi bildirilmistir. V-1 ¢esidinin
yaprak ekstraktlarinda karotenoid miktar1 daha yiiksek bulunmusken K-2 ve S-36
cesitlerinde bu metabolitlerin birikiminin minimum oldugunu saptamislardir. Literatiirde de
belitildigi gibi kuraklik stresi kosullarindaki M. nigra bitkilerinde karotenoid igeriginde
goriilen azalisin genotipik farkliliktan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bulgularimiz ile paralellik gostermektedir (Cizelge 4.7).

Yiiksek MEL igerigine sahip olan bitkilerde ya da disaridan MEL uygulanmis
bitkilerde klorofil miktarnin yiiksek oldugu, klorofil kaybinm yavagladigi ya da
engellendigi daha &nceki ¢alismalar sonucu ortaya konmustur. Ornegin, daha fazla MEL

tiretmek amaciyla genetik olarak degistirilmis piring fidelerinin disiik sicaklikta (12 °C)
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normal fidelere kiyasla ¢ok daha fazla klorofil igerdikleri belirtilmistir (Kang vd., 2010).
Yine disaridan 1 mM MEL uygulanmis arpa fidelerinde klorofil kaybinin azaldigi ve
dolayisiyla da senesensin yavasladigi saptanmustir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2009a).
Kuraklik stresi kosullarindaki M. nigra bitkilerine MEL uygulamasinin klorofil i¢eriklerini
yiikselttigi goriilmiis ve bu sonu¢ yukarida bahsedilen dnceki arastirmalarin sonuclari ile
uyumludur. Bulgularimiza dayanarak MEL’in pigment sistemi lizerinde koruyucu roli

oldugunu soyleyebiliriz.

Literatiir arastirmalarimizda, birgok arastirmaci tarafindan uygulanan kuraklik
stresinde, patlican, domates, biber, bakla, soya fasiilyesi, erik, misir ve karpuzda Klorofil
miktarlarinin azaldigmin rapor edildigi gorilmiistiir (Kirnak, 2002; Zgalli vd. 2005; Zgalli
2006; El-Tayeb, 2006; Ohashi vd., 2006; Kdskeroglu, 2006; Ozmen, 2009; Karipgin, 2009;
Altunlu, 2011; Ipek, 2015; Kaya ve Doganlar 2019, Yaban ve Kabay, 2019).

Devamli solma noktasinda, topragin su potansiyeli ortalama olarak -1,5 MPa’dur.
Topraktaki su potansiyeli daimi solma noktasina geldiginde (-1,5 MPa) yapraklarin su
potansiyeli kokiin ve topragin su potansiyelinden daha distliktiir. Toprakta yeterli su
bulunmaz ve bitki transpirasyon ile su kaybetmeye devam ederken tolerans mekanizmalarini
calistiramazsa su stresi baglar. Yani bitki su alamaz ve solmaya baslar. Bu, uzun siire devam
ederse bitki kuruyarak 6liir. Toprakta su ¢ok azaldiginda, toprak kolloidlerince daha fazla
cekildiginden, koklerin emme giicii kolloidlerin emme giiciinii yenemez ve su alimi olmaz.
Boylece yaprak ve koklerde daimi solma noktasinda, solma gerceklesmis olur

(Kocagaliskan, 2008).

Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda, oransal su igeriginin kontrole
kiyasla uygulama siiresince diisiis gosterdigi saptanmustir. Kuraklik grubunda en diisiik
oransal su igerigi %21.11 olarak 15. giinde belirlenirken, en yiiksek oransal su igerigi ise
%38.78 olarak 5. giinde saptanmistir. Kuraklik grubunda giinler arasinda oransal su
iceriginde anlamli bir diisiis saptanmustir. Kontrol grubunda MEL uygulanan grupta, oransal
su igerigi kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Kuraklik grubunda bitkilere MEL
uygulanmasi, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda oransal su igerigi 5. giinde %48.27 ile
en yiksek bulunmustur. Oransal su igerigi 10. giinde belirgin bir diisiis gostermis ve 15.
giinde bu igerigi korumustur. Kuraklik ve MEL uygulamas1 degerlendirildiginde, kuraklik
grubuna gore oransal su iceriginin 5. giinde 1.2 kat ve 15. giinde ise 1.6 kat arttigi

saptanmustir (Cizelge 4.8).
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Kuraklik stresi uygulanan M. nigra bitkilerinin yapraklarindaki oransal su i¢eriginde
olusan azalma, MEL uygulamasiyla 6nemli oranda kuraklik uygulanan gruba gore daha
yiiksek bulunmustur. Kurakliga maruz birakilan M. nigra’da, MEL’in kismen su igeriginin

korumasinda etkili oldugu saptanmistir (Cizelge 4.8).

Kaya ve Doganlar (2019) tarafindan, pendimetalinin ve kuraklik stresine maruz
biraktiklar1 biberlere (Capsicum annuum) eksojen MEL uygulamast yapilmistir. PEG
uygulanan biberlerde bagil su igeriginin azaldigr, MEL uygulamasinin bitkilerde bagil su
icerigini arttirdigi rapor edilmistir. Cui ve ark. (2017) tarafindan kuraklik stresi
kosullarindaki bugday filizlerine eksojen MEL uygulamasinin su dengesini diizenledigi ve
bitki hiicrelerinde turgoru korudugu bildirilmistir. Jahan vd. (2020) tarafindan yapilan
aragtirmada 14 giinliik Nikel stresli domates fidelerinin oransal su i¢erigi kontrol fidelerine
kiyasla %30.8 oraninda azaldigi saptanmistir. Bitkilere MEL uygulamasinin, Nikel stresli
bitkilere gore oransal su igerigini %28.8 oraninda artirdigi rapor edilmistir. Korkmaz vd.
(2016) tarafindan soguk stresinin biber fidelerinin yapraklarinda oransal su igeriginin
azalmasina neden oldugu bitkilere MEL uygulamasinin oransal su igerigini artirdigi
bildirilmistir. Arastrmamizin bulgularima gore de MEL kuraklik stresi kosullarindaki

M.nigra’da oransal su igerigini kuraklik grubuna gére artirmustir (Cizelge 4.8).

Yaprak su icerigi, bitki yapraklarinin su dengesini siirdiirme kabiliyetini
yansitmaktadir. Bitkilerin yapraklarmdaki oransal su igerigi toprak nemi azaldik¢a azalir
(Chen vd., 2012; Marshall vd., 2000). Cesitli stres kosullarinin farkli bitkilerde yaprak
oransal su igerigini azalttig1 ile ilgili birgok ¢aligma bulunmaktadir (Choluj vd., 2004;
Tirkan vd., 2005; Shen vd., 2010; Denaxa vd., 2012; Kaya ve Yigit, 2014; Pitir, 2015;
Hozman, 2016; Deveci ve Tugrul, 2017; Yildiz, 2018).

5.3 M. nigra’da Oksidatif Sistem Uzerine Kurakhk Stresinin Etkileri

Atomlar, bir ¢ekirdek ve etrafinda degisik sayida elektronlara sahiptir. Elektronlar
orbitallerde enerji seviyelerine uygun, belirli bir diizende yerlesmis olarak hareket ederler.
Her orbitalde zit spinli iki elektron vardir. Bu halleri ile elektronlar stabil durumdadir.
Eslenmemis elektronlar atom ya da molekiiliin kimyasal reaktifligini artirir; daha aktif, kisa

Omiirlii, kararsiz ve daha az stabil durumda olmasini saglar (Halliwell, 1984).

Serbest radikaller, dig yoriingesinde eslesmemis elektrona sahip molekiillerdir. Hiicre

icinde yiiksek miktarlarda serbest radikal bulunmasi lipid peroksidasyonuna ve DNA
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hasarina neden olur. Organizmalarda serbest radikal reaksiyonlar1 antioksidan sistemler ile
denetlenir. ROT ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmasina

oksidatif stres denir (He vd., 2017).

Bitkilerin antioksidan sistemleri, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
sistemi igerir (Bozin vd., 2008; Cheng vd., 2018; Soares vd., 2018). Enzimatik olmayan
antioksidan sistem; glutatyon, askorbik asit, fenoller, flavonoidler gibi bazi sekonder
metabolitleri igerir (Mittler, 2017; Carvalho vd., 2018). Enzimatik antioksidan sistem,
bitkileri oksidatif hasardan korumak i¢cin ROT siipiiriicii gorevi goren SOD, POD, CAT,
APX ve GR'yi igerir (Fang ve Xiong 2015; Helaly vd., 2017). Kurakliga toleransl bitkiler,
kuraklik stresi kosullarinda ROT'larin dinamik dengesini korumalarini saglayan daha gii¢li

bir antioksidan sistemine sahiptir (Pang vd. 2013).

Kuraklik stresi sirasinda antioksidan enzimlerin aktivitelerinin ve antioksidan
seviyesinin, bitki tiirleri arasinda hatta aym tiirdeki iki gesit arasinda oldukca degisken

oldugu rapor edilmistir (Reddy vd., 2004).

POD, hem HO;’nin uzaklastirilmasinda hem de biiylime ve gelisme ile ilgili baz1
stire¢lerde de rol oynamaktadir (Dionisio-Sese ve Tobita, 1998). POD, hidrojen akseptorii
olarak oksijeni kullanan, substrattan hidrojen ayrilmasi reaksiyonlarmi katalizleyen
enzimdir. Uriin genellikle ya H.O ya da HO’dir (Tiirkan, 2002). Kurakhk stresi
kosullarinda POD aktivitesindeki artigin bitkinin kuraklik toleransi ile baglantili oldugu ve

yiiksek POD aktivitesinin kuraklik stresine toleransa yardimci olacagi belirtilmistir (Gillham

ve Dodge, 1987; Sairam ve Saxena, 2000).

Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda POD aktivitesinde tiim giinlerde
kontrol grubuna gore artis belirlenmistir. Kuraklik ve MEL’in ayn1 zamanda uygulandigi
grup, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda 5. ve 10. giinlerde 1.5 kat, en fazla 15. giinde 1.9
kat arttig1 saptanmistir. Bitkilere MEL uygulanmast POD aktivitesini kontrol grubunda
azaltirken stres grubunda artrmustir. MEL’in kullanildigi stres grubunda giinlere bagh
olarak POD aktivitesindeki artiy MEL’in bitki savunmasinda etkili oldugunu gostermistir
(Cizelge 4.9)

Cunhua vd. (2010), kazayag: bitkisinde POD enzim aktivitesinin en yiiksek degere
tolere edilebilir kuraklik uygulamasinda ulastigini, su stresinin en siddetli oldugu
uygulamada ise 15. giinden itibaren POD aktivitesinde azalmalar oldugunu tespit

etmislerdir.
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Ipek (2015), kuraklik stresine maruz kalan Garnem ve Myrobolan 29C anaglarinda
POD enzim aktivitesini arastirmistir. Garnem anacinda POD aktivitesinin stres siiresince
arttigini, Myrobolan 29C anacinda ise 11. gline kadar enzim aktivitesi artis gosterirken 11.
giinden sonra azalmaya basladigini bildirmektedir. Bu ¢alismalarin disinda, kuraklik stresi
ile ilgili yiiriitiilen arastirmalarda Li-Ping vd., (2006) misirda, , Cunhua vd., (2010) kazayag1
bitkisinde, Patel vd., (2011) nohutta, Bolat vd., (2014) elma ve armutta POD aktivitesinin
arttigin1 bildirmisglerdir. M. nigra bitkisinden elde ettigimiz sonuglar, bu arastirmacilarin
bulduklar1 sonuglar ile paraleldir. MEL’in su stresine maruz kalan M. nigra’da POD
aktivitesini artirdig1 goriilmektedir (Cizelge 4.9). Bu da MEL’in ROT savunmasinda énemli

bir rolii oldugunu géstermektedir.

APX, elektron donorii olarak askorbati kullanarak stres siiresince kloroplast ve
sitozolde iiretilen H2O2’nin H>O doniisiimiinii saglayan AsA-GSH dongiisiiniin kilit
enzimidir (Karuppanapandian vd., 2011; El-Beltagi ve Mohamed, 2013). Bir arastirmada in
vitro’da yetistirilen iki muz (Musa cavendishii) ¢esidine (Berangan ve Mas) %40 PEG
uygulanarak kuraklik stresi olusturulmustur. Stresli bitkilerde yapilan analizler sonucu,
bitkilerin membran stabilitesi ve SOD aktivitesinde azalma saptarken CAT, APX, MDA ve
GR aktivitelerinde kuraklhigin ilerleyen asamalarinda artis oldugunu rapor etmislerdir (Chai
vd., 2005). Asmada (Vitis vinifera) White Seedless ve Khoshnav liziim ¢esitlerinde yiiriitiilen
bir arastirmada, kuraklik stresinden bitkileri korumak icin ii¢ farkli AsA uygulamasi
yapilmistir. Arastirma sonucuna gore, kuraklik uygulamasi siiresince, MDA ve protein
miktarlarmin ayrica APX aktivitesinin en yiiksek degerlere ulastigi bildirilmistir (Zonouri
vd., 2014),.

Celik vd. (2017), iki farkl ticari domates (Lycopersicon esculentum) g¢esidinde 7
giinliik kuraklik stresi uygulamasinin oksidatif strese neden oldugunu ve bir¢ok metabolik
yolu etkiledigini tespit etmislerdir. Ayrica stres kosullarinin MDA, SOD, CAT ve APX gibi

antioksidan enzim aktivitelerini artirdig1 saptamislardr.

Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda APX aktivitesinde tiim giinlerde
kontrol grubuna gore artig belirlenmistir. Kuraklik ve MEL’in ayn1 zamanda uygulandigi
grup, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda 10. ve 15. giinlerde 1.8 kat artti31 saptanmustir.
Kontrol ve MEL grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5. giinde 1.4 kat ve 10. giinde
1.2 kat artarken, 15. giinde 0.9 kat azaldig1 bulunmustur (Cizelge 4.10). APX aktivitesinde
gozlenen bu artis MEL’in kuraklik stresine karsi bitki savunmasina katkida bulundugunu

gostermektedir.
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Birgok arastirmaci tarafindan yapilan arastirmalar sonucu kuraklik stresi
kosullarinda; tiitiin, ¢avdar, yonca, turunggil, hiyar, nohut, bodur kiraz, mandarin,
miirdiimiik, muz, misirda; tuzluluk stresi kosullarinda ¢eltik ve turunggilde; agir metal stresi
kosullarinda da su siimbiilii, domates, bugday ve siyah mercimekde APX aktivitesinde
artiglarin oldugu bildirilmistir (Arbona vd., 2003; Badawi vd., 2004; Chai vd., 2005; Nayyar
vd., 2006; Zlatev vd., 2006; Khan vd., 2007; Cervilla vd., 2007; Singh vd., 2008; Perez-
Clemente vd., 2012; Hasanuzzaman vd., 2014; Malar vd., 2014; Fan vd., 2014; Ren vd.,
2016; Hasanuzzaman vd., 2017; Zandalinas vd., 2017; Neves vd., 2018; Pan vd., 2018;
Zhang ve Shi, 2018). Calismamiz kapsaminda APX aktivitesine yonelik elde edilen

sonuglarimiz, diger arastirmacilarin bulgulari ile de desteklenmektedir (Cizelge 4.10).

H20,, SOD araciligiyla ya da kendiliginden meydana gelmektedir. H2O2, CAT ve
APX enzimleri ile H20O ve O doniismektedir (EI-Beltagi ve Mohamed, 2013). Yapilan bir
arastirmada, NaCl stresine maruz birakilan dut (Morus alba L.) fidanlarinin yapraklarinda
SOD ve CAT aktivitesinin arttigi, Oz~ birikimi gézlenmedigi rapor edilmistir (Huihui vd.,
2020).

Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda CAT aktivitesinin tiim giinlerde
kontrol grubuna gore arttigi belirlenmistir. Kuraklik ve MEL’in ayn1 zamanda uygulandigi
grup, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda 10. giinde 1.4 kat ve en fazla 15. giinde 1.6 kat
arttig1 saptanmistir. Kontrol ve MEL grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5. giinde
1.2 kat ve 10. giinde 1.4 Kat artis gostermistir (Cizelge 4.11). Bu da daha 6nce belirttigimiz

gibi, MEL’in strese kars1 cevapta 6nemli rolii oldugunu gostermektedir.

Dutta (Reddy vd., 2004), muzda (Chai vd., 2005), domateste (Unyayar ve Cekic
2005), musirda (Moussa ve Abdel-Aziz, 2008), erikte (Ipek, 2015), biberde (Yaban ve
Kabay, 2019) yapilan benzer calismalarda da kuraklik stresi kosullarinda CAT enzim
aktivitesinin arttigi bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizin sonuglar1 da mevcut ¢aligmalarla

benzerlik gostermektedir (Cizelge 4.11).

Zhao vd. (2011) yaptiklar1 bir arastirmada, kuraklik stresi kosullarinda domatesin
(Lycopersicum esculentum) koklerine 0,1 uM MEL uygulamasmin CAT, SOD, POD enzim
aktivitelerini ve AsA seviyesini artirdigini rapor etmislerdir. Bunun nedeni olarak;
membranlardaki zararm indirgenmesi ve dolayist ile kuraklia karsi toleransin artmasi

gosterilmistir. Bulgularimiz bu arastirmacilarin yaptiklar1 c¢alismay: desteklemektedir
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(Cizelge 4.11). Bu arastrmada da MEL’in kurakliga karsi toleransin artmasinda énemli

etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

SOD, O~ radikalinin bir dismutayon reaksiyonu ile H>0. ve molekiiler O2’i
dontistiiren tepkimeyi katalizlemektedir. Stres kosullarinda meydana gelen oksidatif
hasarlara bagli olarak SOD enziminin hem hiicresel zarar1 hem de koruyucu yanitlari
indiikledigi ve stres esnasinda aktivitesinde degisimler oldugu bildirilmektedir
(Karuppanapandian vd., 2011). SOD’un; oksidatif stres siiresince bitkilerin antioksidan
savunma mekanizmasinda gorev aldigir ve bitkilerinde strese yanit olarak bu enzimin

aktivitesini artirdig1 bildirilmektedir (Jacoby vd., 2010; Ozgur vd., 2014).

Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda SOD aktivitesinin tiim giinlerde
kontrol grubuna gore yiiksek ¢ikmistir. Kuraklik ve MEL’in ayn1 zamanda uygulandigi grup,
kuraklik grubu ile karsilastirildiginda 10. giinde 2 kat ve 15. giinde 1.9 kat arttigi
saptanmustir. Kontrol ve MEL grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 10. giinde 1.5 kat
ve 15. giinde 4.9 Kat artig gostermistir (Cizelge 4.12). Burada da MEL’in yine strese karsi

bitki savunmasinda énemli bir cevap olusturdugu goriilmektedir.

MEL stres altindaki bitkilerde, Oz~ olusumunu sinirlayarak i¢ mitokondriyal zardan
elektron sizintisini azalttigi, elektron tasima zincirini uyardigi rapor edilmistir (Reiter vd.,
2001). Ayrica MEL’in POD, GR, CAT ve SOD enzimlerinin aktivitelerini artirdigi
belirtilmistir (Cardinali ve Pevet, 1998; Allegra vd., 2003; Teixeira vd., 2003; Rodriguez
vd., 2004; Reiter vd., 2007). M. nigra bitkisine kuraklik stresi kosullarinda MEL
uygulanmasi POD, GR, CAT ve SOD enzim aktivitelerini artirmistir. Bulgularimiza gore de
MEL stres sirasinda genellikle antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirarak stresin zararli

etkilerine kars1 bitkiyi savunmada 6nemli bir rol tistlendigi gosterilmistir.

Xu (2010), yiiksek sicaklik stresi kosullarinda biiyiitiilen hiyar bitkilerine disaridan
uygulanan MEL’in, serbest radikallerin miktarinda azalmaya neden olurken; SOD, CAT,

POD enzimlerinin aktivitelerini artirdigini rapor etmistir.

Bitki GST’leri, degisik stresler nedeni ile olusan ROT lar1 detoksifiye eder. GST ler
GSH’1n destegi ile peroksitleri indirgeyebilmekte, sitotoksik ve genotoksik etki yapan

bilesiklerin radikal siiptiriiciilerini meydana getirebilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

Kuraklik stresinin M. nigra yapraklarinda kontrol grubuna gére GST aktivitesini 5.,
10. ve 15. giinlerde artirdig1 saptanmistir. Kuraklik ve MEL’in ayn1 zamanda uygulandig1

grup, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda GST aktivitesinde en fazla artis 15. giinde 2,2
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kat olarak bulunmustur. Kontrol ve MEL grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5.
giinde 1.2 kat ve 10. giinde 1.4 kat artis gostermistir. Bitkilere MEL uygulamasinin hem
kontrol hem de kuraklik gruplarinda enzim aktivitesini artirdigi belirlenmistir(Cizelge 4.13).
Ozellikle 15. giinde MEL uygulanan grupta goriilen artis MEL’in savunmada 6nemli bir

cevap olusturdugunu gostermektedir.

GR, NADPH’a bagimli bir enzimdir. Katalitik dongiisii iki asamadan meydana gelir.
Birincisi NADPHy1 indirgeyerek NADP*’ye doniistiirdiigii yar1 reaksiyon agamasi ve
ikincisi GSSG’yi indirgeyerek GSH’a dontistiirdiigli aktif asamadir (Trivedi vd., 2013).

Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda GR aktivitesi, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda tiim gilinlerde yiiksek ¢ikmustir. Kuraklik ve MEL’in ayni zamanda
uygulandig1 grup, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda 5. giinde 0.8 kat azalig, 10. giinde
1.3 kat ve 15. giinde 1.6 kat artig saptanmistir. Kontrol ve MEL grubu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 5. giinde 2.5 kat ve 15. giinde 1.4 Kkat artis gostermistir (Cizelge 4.14).

MEL’in strese cevaptaki dnemli rolii GR aktivitesinde de goriilmektedir.

Kaya ve Doganlar (2019), pendimetalinin ve kuraklik stresine maruz birakilan
biberlerde (Capsicum annuum) prolin, GSH, endojen MEL ve MDA igeriginin, APX, GST,
GR aktivitelerinin arttigini rapor etmislerdir. MEL ile uygulanan bitkilerde MDA igerigi
MEL uygulanmayanlara gore azalirken; prolin, GSH ve endojen MEL igerikleri ile mRNA
seviyesinin yani sira antioksidan enzimlerin (APX, GST ve GR) aktivitelerinin arttigmi
saptamiglardir. Arastirma sonuglarina gore, hem Pend hem de PEG'in biber iizerinde bazi
fitotoksik tepkiler yarattigim1 ve ¢oklu stres uygulamasmin bu yanitlar1 uyardigini
belirtmektedirler. Ekzojen MEL uygulamasi, biberin antioksidan savunma yanitlarmi
artirarak, herbisit ve kuraklik streslerinin olumsuz etkilerini hafiflettigini bildirmektedirler.
MEL uygulanan bitkilerde prolin, GSH igerikleri, APX, GST ve GR aktivitelerinin artmasi
M. nigra’da elde ettigimiz bulgularimizla paralellik gostermektedir (Cizelge 4.10, 4.13,
4.14, 4.15, 4.18). Bulgularimiza dayanarak MEL’in bitki savunmasinda onemli rolii

oldugunu soyleyebiliriz.

Farkli arastirmacilar farkli stres kosullarinda; bugday, musir, dut, biber, ¢im,
Arabidopsis thaliana, domates, bamya, kavak ve ¢eltik bitkilerinde yirittiikleri
arastirmalarda GR aktivitesinin arttigini saptamislardir (Sairam ve Saxena, 2000; Leon vd.,
2002; Jung, 2004; Skorzynska-Polit vd., 2004; Reddy vd., 2004; Unyayar ve Cekig, 2005;
Cervilla vd., 2007; Shehab vd., 2010; Kusvuran vd., 2012; Shi vd., 2012; Hasanuzzaman
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vd., 2014; Yu vd., 2017; Kaya ve Doganlar, 2019; Haskirli, 2019). Gerek kuraklik gerekse
kuraklik ve MEL uygulanan gruplarda gozlenen GR artis1 arastrmacilarin bulgular: ile

paralellik gostermektedir.

Guha vd. (2010) tarafindan yapilan arastirmada dort dut ¢esidinde (Morus indica L.
cv V-1, MR-2, S-36 ve K-2), kurakliga tolerans agisindan yapilan degerlendirmelerde V-1
¢esidinin  yaprak ekstraktlarinda karotenoid, AsA, GSH, a-tokoferol wve prolin
konsantrasyonlar1 daha yiiksek gozlendigi, K-2 ve S-36 gesitlerinde bu metabolitlerin
birikiminin minimum oldugu rapor edilmektedir. K-2, S-36 ve MR-2'de endojen a-tokoferol
kayb1 ve daha ytiksek lipid peroksidasyonu ile karsilasirken, V-1’de su eksikligi kosullar1
altinda lipid peroksidasyonunun en az oldugu bildirilmistir. Arastirmamizda kuraklik stresi
kosullarinda M. nigra bitkisinde de benzer olarak GSH ve prolin igeriginin arttig1 arttigi

gozlenmistir (Cizelge 4.15, 4.18).

Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda GSH igerigi kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda tiim giinlerde yiiksek olarak saptanmustir. Kuraklik ve MEL’in ayni
zamanda uygulandig1 grup, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda 10. giinde 1.4 kat ve en
fazla 15. giinde 1.9 kat arttigi bulunmustur. Kontrol ve MEL grubu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda GSH igeriginde gruplar arasinda fark bulunmamistir (Cizelge 4.15).
Kuraklik uygulanan gruplardaki GSH igerigi yiikselisi, dolayli olarak GST ve GR
aktivitelerinde artisa katkida bulunmustur. MEL uygulamasina bagli GSH artisi, MEL’in

savunmadaki roliiniin 6nemli oldugunu ortaya koymustur.

Lipid membranlarmin serbest radikal kaynakli peroksidasyonu, hiicresel diizeyde
stres kaynakli hasarin hem yansimast hem de 6lgtimiidiir (Jain vd. 2001). Bir ROT olarak,
H>0O> bitki membran lipidleri, proteinleri ve DNA'sina farkli derecelerde hasar verir (Foyer
ve Noctor, 2009; Ju vd., 2018; Zhang vd., 2018) MDA, membran lipid peroksidasyonunun
son lirlinlidiir ve birikimi bitki hiicrelerinin yiiksek diizeyde lipit peroksitlere sahip oldugu
anlama gelir (Zhao ve Tan, 2005; Upadhyaya vd., 2006; Liu vd., 2014b; Ju vd., 2018).
MDA igerigi dlgiilerek bitki direnci degerlendirilebilir (Gao vd. 2020). Membran lipid
peroksidasyonu, membranlarin gecirgenligini kirarak iyon sizintisina neden olur (Chai vd.,
2011). Achillea tiirleri (Gharibi vd., 2016), Vitis vinifera L. (Ju vd., 2018), Amaranthus
tricolor L. (Sarker ve Oba, 2018), Scutellaria baicalensis Georgi (Cheng vd., 2018) ve
Cucumis sativus L. (Nie vd., 2018)’nin kuraklik stresi altinda H2O2 ve MDA igerikleri

artirdig1 arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.
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Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda MDA igerigi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 5., 10. ve 15. gilinlerde arttig1 saptanmustir. Kuraklik ve MEL’in ayn1
zamanda uygulandig1 grup, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda en fazla 5. giinde 0.9 kat,
10. ve 15. giinlerde ise 0.8 kat azaldig1 bulunmustur. Kontrol ve MEL grubu, kontrol grubu

ile karsilastirildiginda MDA igeriginde gruplar arasinda fark bulunmamistir (Cizelge 4.16).

Kuraklik stresi altinda asma, tiitiin, muz, bugday, mas fasulyesi, kavak, kahve, yonca,
tiitlin, sufen, misvak agaci, ¢cavdar, miirdiimiik, biber, misir, turunggil, erik, nohut ve ¢im
gibi farkli bitkilerde; tuz stresi ve sicaklik stresi altinda ¢eltik, lahana domates, misir gibi
bitkilerde MDA miktarlarinda artislarin oldugu rapor edilmistir (Chai vd., 2005; Cai vd.,
2005; Filippou vd., 2011; Patel vd., 2011; Kumar-Patel vd., 2011; Shi vd., 2012; Filek vd.,
2012; Zonouri vd., 2014; Carrasco ve Pinto, 2014; Hasanuzzaman vd., 2014; Ipek, 2015;
Dutta vd., 2016; Cai Xiong vd., 2016; Yu vd., 2017; Anjum vd., 2017; Su vd., 2017; Soengas
vd., 2018; Shakir vd., 2018; Rangani vd., 2018; Pan vd. 2018; Kaya ve Inan, 2018).
Yaptigimiz arastirmanin bulgularina dayanarak, kuraklik stresinin MDA igerigini artirdigi,
MEL ve kuraklik stresinin ayni anda uygulanmasmim MDA igerigini azalttigi ve MEL’in
membran lipid peroksidasyonunu kismen 6nledigi saptanmistir. Burada da yine MEL’in
membran lipid peroksidasyonunu azaltmasi nedeni ile bitki savunmasma 6nemli bir katki

sagladig1 goriilmektedir.

Jahan vd. (2020) tarafindan yapilan bir arastirmada, nikel stresi kosullarindaki
domates bitkilerine yapilan MEL uygulmasinin antioksidan enzim aktivitelerini artirdigini
bildirmislerdir. Stresli bitkiye MEL uygulamasimin, AsA-GSH havuzlarin1 modiile ederek
H>O, ile SOD iiretimini kisitladigi, sekonder metabolitlerin (fenoller, flavonoidler ve
antosiyanin) igeriklerini arttirdigi1 ve daha az MDA birikimi sagladigi rapor edilmistir.
Kuraklik stresi ve MEL’in birlikte uygulandigi M. nigra bitkileri kuraklik stresi
kosullarindaki bitkiler ile karsilastirildiginda toplam fenolik madde igeriginde artis, MDA
iceriginde ise azalis saptanmistir. Bundan bagka bitkilerde MEL’in giiglii antioksidan
ozellikleri oldugu ve yiiksek antioksidan koruma saglayabildigi ile ilgili bir¢cok veri vardir
(Manchester vd., 2000; Terron vd., 2001; Reiter ve Tan, 2002; Reiter vd., 2005; Maldonado
vd., 2007). Bulgularimizda bu sonuglar1 desteklemektedir (Cizelge 4.16).

Wei vd. (2018) MEL uygulamasinin, oksidatif stresli elma yapraginda antioksidan
enzimlerin aktivitelerini artirmanin yani sira membran hasar1 ve lipid peroksidasyon kaybimni
geciktirerek oksidatif stresin zararh etkisini azaltigini bildirmektedirler. Campos vd. (2019)

tarafindan, MEL uygulamasimnimn (300 pM), su stresi altindaki kahve bitkilerinde enzimatik
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ve enzimatik olmayan antioksidanlarin aktivitesini yiikselttigi, lipit peroksidasyonunu
azalttigr bildirilmistir. Sharma vd. (2020) tarafindan yapilan arastirmada, Cin hickory
bitkilerine MEL uygulamasinin kuraklik stresine karsi toleransin artmasina neden oldugu ve
antioksidan savunma enzimlerinin (SOD, CAT, APX ve POD) aktivitelerini artirdigi rapor
edilmistir. Xia vd. (2020) tarafindan yapilan arastirmada, kuraklik stresi altinda biiyiitiilen
fidelere MEL uygulamasi yapilmasi askorbik asit-glutatyon (AsA-GSH) dongiisiiniin,
karotenoid biyosentezinin ve antioksidan enzimlerin aktivitelerinin gelistirilmesine neden
oldugu bildirilmektedir. Arastirmadaki sonug¢larimiz da, MEL ile antioksidan sistem
arasinda dinamik bir iliski oldugunu ve farkli olumsuz cevresel kosullara toleransin

gelistirilmesinde 6nemli bir katk: sagladigini gostermektedir.

Hormon sinyallerinin sekonder metabolitlerin diizenlenmesinde de rol oynadigi
saptanmistir. Flavonoidler, fenolikler ve antosiyaninler, antioksidan kapasitenin artmasina
neden olarak bitkilerde stresin zararli etkilerinden korunmasina katkida bulunan bitkiye ait
dogal trtinlerdir. Sekonder metabolitlerin serbest radikallerin tiretimini kisitlayabildigi ve
ROT seviyesini azaltabildigini ortaya koyan arastirmalar mevcuttur. Flavonoidler ve fenolik
asitler, sadece serbest radikallerin temizleyicileri olarak islev gérmez, ayni zamanda Fenton

reaksiyonu ile ROT {ireten metallerin selatlastirilmasinda da rol oynar (Zhang vd., 2016).

Dutta vd. (2016) tarafindan kuraklik stresine kars1 tolerans seviyeleri farkli iki mas
faslilyesi genotipi arasinda ylriitiilen bir arastirmada, stres siiresince fenolik madde
miktarinda artis oldugu, fakat bu artisin toleransli genotipte daha fazla oldugu rapor
edilmistir. Benzer olarak misirda yapilan bir arastirmada, fenolik madde miktarmin strese
bagli olarak artis gésterdigi ve bu artisin toleransli genotipte daha fazla oldugu bildirilmistir

(Anjum vd., 2017).

Su stresi altinda, flavonoid ve toplam fenol ne kadar yiiksekse bitkinin fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalar1 kurakliga o kadar adapte olabilir. Gao vd. (2020) tarafindan
yapilan arastirmada, kuraklik stresine maruz kalan iki siis bitkisinin (Adonis amurensis ve
A. pseudoamurensis) flavonoid ve toplam fenol i¢erigi 6nemli 6l¢iide arttig1 bildirilmektedir.
Aragtirmacilar, A. amurensis ve A. pseudoamurensis'in ¢éziiniir protein ve ¢oziiniir seker
icerigini sirasiyla 10. ve 20. giinde maksimuma ulastig1, ardindan azaldigini saptamustir. Bu
durum bitkilerin ¢oziiniir seker ve prolin birikimi yoluyla kuraklik stresinin neden oldugu
hasar1 hafiflettigi seklinde yorumlanmustir. Li vd. (2015) tarafindan siirekli su kitliginin,
bitkilerin fizyolojik fonksiyonlarmi ciddi sekilde etkiledigi, bitkilerin yapisini tahrip ettigi,

proteinlerin ve sekerlerin sentezini etkiledigi rapor edilmistir.
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Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda toplam fenolik madde icerigi
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda tiim giinlerde arttig1 saptanmistir. Kuraklik ve MEL’in
ayni zamanda uygulandig1 grup, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda 5. giinde 1.2 kat, 10.
giinde 1.1 kat ve en fazla 15. giinde 1.5 kat artis gostermistir. Kontrol ve MEL grubu, kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda toplam fenolik madde igeriginde gruplar arasinda fark

bulunmamistir (Cizelge 4.17).

Fenoller, oksidatif stresin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Wang vd.,
2011; Okunlola vd., 2017). Achillea tiirleri (Gharibi vd., 2016), Gapsicum tiirleri (Okunlola
vd. 2017), Citrus tiirleri (Dos Santos vd., 2017) ve Chrysanthemum morifolium L. (Hodaei
vd., 2018) ile yapilan arastirmada, bitkilerin toprak neminin azalmas ile flavonoidler ve
fenollerin artabilecegi gosterilmistir. Arastirmacilar tarafindan kuraklik stresi altindaki
bitkilerde yiiksek fenol ve flavonoid seviyelerinin, bitkilerin kuraklik ortamma uyum
saglamasina katki sagladigi belirtilmistir (Liu vd., 2011). Bulgularimiza gére de M. nigra’da
kuraklik stresi kosullarinda toplam fenolik madde igerigi artmustir. Bitkilere MEL
uygulamasi stres kosullarinda fenolik birikimini artirarak stresin zararlaridan bitKiyi
korumustur. Toplam fenolik madde igeriginde 15. glinde belirgin bir artis olmustur. Artan
strese paralel MEL’in fenolik madde igerigini artirarak olumlu bir cevap olusturdugu

diistiniilmekedir.

Prolin, antioksidan aktiviteye sahip olan redoks dengesini koruyarak hiicre
homeostazisini artiran 6énemli bir aminoasittir. Boylece lipid peroksidasyonunu azaltir.
Ayrica prolin, stres kaynakli cevap genlerinin ekspresyonunu indiikler ve antioksidan

enzimleri aktive eder (Magdy vd., 2017).

Bitkilerin kuraklik stresine ilk fizyolojik tepkisi, ozmotik ayarlama ve stoma
kapanmasidir. Prolin, bitki hiicrelerinin su potansiyelini azaltarak bitkilerin normal
fizyolojik islevlerini yerine getirmelerini saglamak i¢in doku nemini koruyabilen dnemli
osmotik diizenleyicidir (Hoque vd. 2007). Bitkiler prolin biriktirerek doku i¢indeki nemi
korur, ayni zamanda ortamdan suyun emilmesini saglar, hiicrelerin normal fizyolojik ve
biyokimyasal aktivitelerini siirdiiriir. Kuraklik stresi kosullarinda yapilan c¢aligmalar,
bitkilerin stresin zararlarindan kendilerini korumak i¢in prolin, ¢6ziiniir seker ve ¢oziiniir

protein biriktirdiklerini géstermistir (Cheng vd., 2018; Ju vd., 2018; Sarker ve Oba, 2018).

Kuraklik stresi uygulanan M. nigra yapraklarinda toplam prolin miktarmm kontrol

grubu ile karsilastirildiginda stres siiresince arttigi saptanmistir. Kuraklik ve MEL’in ayn1
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zamanda uygulandig1 grup, kuraklik grubu ile karsilastirildiginda 5. giinde 1.3 kat, 10. ve
15. giinlerde ise 1.2 kat artis bulunmustur. Kontrol ve MEL grubu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 5. ve 10. giinlerde 1.4 kat, 15. giinde ise 1.7 kat arttig1 goriilmiistiir
(Cizelge 4.18). Bitkilere MEL uygulamasinin hem kontrol hem de stres durumunda prolin
birikimini artirdig1 saptanmistir. Tiim gruplarda prolin miktar1 15. giinde en yiiksek degerde
tespit edilmistir. MEL’in kuraklik stresine cevapta prolin igerigini artirmasi, bitki

savunmasinda 6nemli oldugunun kanitidir.

Bitkilerde farkli abiyotik stres kosullarinda MEL uygulamalarinin ROT miktarmni
azalttig1; aminoasit, organik asit ve seker miktarlarini artirdigi goriilmiistiir (Shi vd., 2015).
Ding vd. (2017)’nin yaptig1 arastirmada, domates fidelerinin yapraklarina disaridan

uygulanan MEL’in seker, prolin ve antioksidan enzim aktivitesinin artirdig1 rapor edilmistir.

Kuraklik stresi kosullarinda farkli bitkilerde prolin miktarmin arttigini gosteren
bir¢cok calisma vardir (Ismail vd., 2004; Bertamini vd., 2006; Keyvan, 2010; Ghaderi ve
Siosemardeh, 2011; Alizadeh vd., 2011; Patel vd., 2011; Abbaspour vd., 2012; Karimi vd.,
2012; Sayyari ve Ghanbari, 2012; Zanjani vd., 2012; Rostami ve Rahami, 2013; Bolat vd.,
2014; Ipek, 2015; Kaya ve inan, 2019; Kaya ve Doganlar, 2019). M. nigra bitkisinde elde
ettigimiz sonuglar mevcut arastirmalar ile uyum gostermektedir. MEL uygulamasi ile alinan
cevapta, MEL’in stresin etkisini azaltmada katkida bulunmasi nedeni ile Onemli

bulunmustur.

5.4 M. nigra’da Melatonin ve Kurakhk Stresi Iliskisi

Tim oksijene bagli organizmalarda, ROT {iretim mekanizmas1 ile ROT
detoksifikasyonu arasinda denge vardwr. Bu dengeyi koruyan en onemli molekiiller
antioksidan enzim ve bilesiklerdir. Bunlarin arasindaki koordinasyon ¢ok iyi diizenlenmistir.
MEL, ROT siipiirmede yliksek yetenek ve verimlilige sahip olan gii¢lii bir antioksidan olarak
kabul edilmistir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2019). MEL’in ROT {izerindeki etkisi; ROT
birikimini azaltmasina, serbest radikal olusumunu azaltmasma, ROT'un dogrudan
stipliriilmesine ve stresli kosullar altinda antioksidan aktiviteyi iyilestirerek hiicresel zarlarin
stabilizasyonunu saglamasma baglanabilir (Liang vd., 2018; Liu vd., 2018; Campos vd.,

2019; Xalxo ve Keshavkant, 2019).

MEL, bitkilerin g¢esitli stres etmenlerine toleransinda, serbest radikallerin

stipliriilmesinde onemli ve etkili bir rol oynar (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2015). Ayrica,
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MEL’in antioksidan basaris1 hiicrelerde homeostazisi koruyan antioksidan enzimler ve
¢oziinebilir maddeleri igeren bitki antioksidan sistemini diizenledigi gosterilmistir (Liu vd.,

2018; Xalxo ve Keshavkant, 2019).

MEL uygulamalarinin, antioksidan enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonunu
arttirdigi, aktivitelerini 6nemli Ol¢iide gelistirdigi, boylece oksidatif hasar1 hafiflettigi ve
stres toleransini arttirdigi belirlenmistir (Zhang vd., 2016). Etkili bir antioksidan olarak
MEL’in amaci sadece ROT'U dogrudan ortadan kaldirmak ve antioksidan enzim
aktivitelerini artirmak degil, ayn1 zamanda asir1 derecede etkili bir serbest radikal siiplirme
kaskad1 olusturmaktir (Xalxo ve Keshavkant, 2019). Bu kaskad sayesinde MEL tanimlanmis
ve dogrulanmis antioksidan potansiyele sahip cesitli ek maddelerden daha etkili bir

antioksidan olarak kabul edilir (Tan vd., 2015).

Kaya ve Doganlar (2019) tarafindan, pendimetalinin ve kuraklik stresine maruz
birakilan biberlere (Capsicum annuum) 50 uM MEL uygulamasi yapmislardir. Strese maruz
kalan tiim gruplarda endojen MEL igeriginin arttig1 bildirilmistir. En yiiksek MEL igerigi,
MEL uygulanan 32 mM Pend ve %10 PEG stresine maruz kalan grupta 2.58 ng/g yas agirlik
olarak saptanirken en diisiik ise MEL uygulanmayan kontrol grubunda 0.51 ng/g yas agirhik

olarak bulundugu rapor edilmistir.

Pothinuch ve Tongchitpakdee (2011) tarafindan, ti¢ dut ¢esidinin (Morus spp. cv
Buriram 60, Sakonnakhon ve Khunphai) yapraklarinda, MEL igerigi arastirilmistir. En
yiksek MEL igerigi, Buriram 60 ¢esidinde 279.6 ng/g kuru agirlik olarak belirlenirken
Sakonnakhon ¢esidinde 100.5 ng/g kuru agirlik ve Khunphai ¢esidinde 40.7 ng/g kuru agirhik
olarak bulmuslardir. Bitkide MEL igeriginin en yiiksek yapraklarin u¢larinda oldugu bunu
geng yapraklarm takip ettigi ve yash yapraklarda en diisiik oldugu rapor edilmistir. Ayni
tiirtin farkli genotiplerinde hatta ayni bitkinin farkli kisimlarinda MEL miktar1 farklilik

gosterebildigi rapor edilmistir.

Korkmaz vd. (2016) tarafindan, soguk stresli biber fidelerinde i¢gsel MEL miktarinin
onemli seviyede arttigi, bunun nedeninin MEL’in antioksidan madde olmasi nedeni ile bitki
dokularinda strese verilen bir cevap oldugu ifade edilmektedir. i¢sel MEL miktarmin kontrol
grubunda 8.59 ng/g yas agirlik iken stresli bitkilerde 28.81 ng/g yas agirlik oldugu, en yiiksek
ise stresli ve 25 uM MEL uygulanan grupta 45.85 ng/g yas agirhk bulundugu rapor

edilmistir.
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Yaptigimiz ¢alismada hem kontrol hem de kuraklik stresi uygulanan M. nigra
bitkilerine 20 uM MEL uygulanmistir. Tiim uygulama gruplarinda bitkilerin yapraklarinda
icsel MEL miktar1 5., 10. ve 15. giinlerde dl¢iilmiistiir. icsel MEL miktar1 en diisiik 5. giinde
1.66 ng/g yas agirlik olarak en yiiksek ise 10. giinde 13.74 ng/g yas agirlik olarak kontrol
grubunda bulunmustur. Kontrol grubunda, MEL uygulanan ve uygulanmayan bitkiler
karsilastirildiginda her iki grupta da igsel MEL miktarmnin 10. giinde arttig1, 15. glinde ise
azaldig tespit edilmistir. 15. giinde i¢sel MEL miktarindaki azalma, MEL uygulanmayan
kontrol grubunda belirgin bir sekilde daha fazladir. Igsel MEL miktar1, 10. ve 15. giinlerde
kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandig: grupta (4.11 ve 3.84 ng/g yas agirlik) kuraklik
stresi uygulanan gruba (2.5 ve 1.55 ng/g yas agirlik) gore daha yiiksek tespit edilmistir.
Kuraklik ve MEL’in birlikte uygulandig1 grupta giinler arasinda istatistiksel olarak fark
gozlenmemistir (Cizelge 4.19). Kuraklik ve MEL uygulanan grupta, kuraklik uygulanan
gruba gore 10. ve 15. giinlerde istatistiksel olarak da 6nemli bulunan artis, antioksidan
enzimlerle 1ilgili verilen cevaplarda dikkate alindiginda, bitki savunmasinda disardan

uygulanan MEL’in 6nemli katkis1 oldugunu gostermektedir.
Sonug olarak;

M. nigra’nm in vitro ortamda ¢ogaltiminda eksplantlarin alinmasi i¢in Haziran ayinin
uygun oldugu saptanmustir. Kiiltiir baglatma i¢in 0.75 mg/L BAP, siirgiin ¢ogaltimi igin 1
mg/L BAP, koklenme i¢in 1.5 mg/L IBA konsantrasyonlarmin uygun oldugu belirlenmistir.
Doku kiiltiiriinde nodal eksplanttan bu mikrogogaltim protokolii kullanilarak 20-25 haftada
tam bir bitki elde edilmistir.

Bu arastirma igin yapilan literatiir taramalarimizda M. nigra’da kuraklik stresine
karst MEL etkisinin arastirilmadigi saptanmustir. Bu nedenle stres toleransinim artirilmasinda

biyostimiilator olarak MEL’in etkisinin saptanmasi hedeflenmistir.

Kuraklik stresi kosullarinda yaprak oransal su icerigi azalmistir. Kuraklik stresi

kosullarinda MEL uygulamasinin yapilmasi oransal su igerigini artirmistir.

Kuraklik stresine maruz kalan M. nigra yapraklarinda klorofil ve karotenoid
miktarinin azaldigi saptanmigtir. Stresli bitkilere MEL uygulamasi klorofil miktarmi
artirrken karotenoid tizerinde bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Bulgularimiza dayanarak

MEL’in pigment sistemi tizerinde kismen koruyucu bir rolii oldugunu sdyleyebiliriz.

Kuraklik stresi kosullarinda M. nigra bitkisine eksojen MEL uygulamasinin

antioksidan kapasite lizerinde etkili oldugu ve antioksidan enzimleri diizenleyerek bitki
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savunmasina onemli katki sagladigi saptanmistir. MEL ve stresin uygulandigi gruplarda
GSH igerigi, toplam fenol ve prolin birikiminin artmasma neden olmustur. igsel MEL
miktarmin gruplar arasindaki degisimi kuraklik stresine cevapta MEL’in uygulandig1 grupta

10. ve 15. giinde daha yiiksek gozlenmistir.

M. nigra’nin strese toleransmin saptanmasinda; MEL’in  kullanildigr ve
kullanilmadig: stres gruplarinda degerlendirilen bazi fizyolojik ve biyokimyasal yanitlar
kargilastirmali olaralarak degerlendirilmistir. Kuraklik stresi uygulanmis MEL’li ve
MEL’siz ortamlar arasinda MEL’in stres toleransindaki roliiniin 6nemli oldugu bulgularimiz
ile desteklenmektedir. Bu arastirmada elde edilen sonuglara dayanarak M. nigra ve kuraklik
stresi konusunda yapilacak bundan sonraki ¢alismalara referans saglamanin yani sira karadut

yetistiriciliginin gelismesine de katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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