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OZET Aragtirma Makalesi

Bu calismada aycicegi (Helianthus annuus L. cv. Tarsan-1018 gesidi) kal heesi

bitkisinde tuz stresi, sodyum nitroprussid ve bitki hormonlar: 1(\}/Ia1 a; T?}f_l (;e.s(lw 09.2018
lamal tioksidan sist ktiviteleri iizerine etkilerini e1s Jarit - 1LY,

uygulamalarinin antioksidan sistem aktiviteleri tizerine etkilerinin Kabul Tarihi : 30.01.2019

aragtirilmas1 amaclanmigtir. Calisma 2016 yilinda kontrollii iklim
odas1 sartlarinda yapilmistir. Tohumlar 5 hafta siireyle kiiltiir
¢ozeltisi ile sulanarak, 5. hafta sonunda tuz, sodyum nitroprussid ve
bitki hormonlar: uygulamalar: 48 saat siireyle yapilmistir. 48. Saat
sonunda ornekler alinarak, superoksid dismutaz aktivitesi Sairam
ve ark. (2002) a  katalaz aktivitesi Aebi (1984)e glutatyon S
transferaz aktivitesi Habig ve ark. (1974) e ve prolin miktar1 da
Ninhiydrin (Troll ve Lindsley, 1955) metoduna gore belirlenmistir.
Sonuglar; tuz stresi ve Sodyum nitroprussid uygulamalarinin
antioksidan savunmayi tegvik ettigini gostermiitir. Bitki hormonlar:
farkl etkiler yapmas olup; absisik asidin antioksidan savunma sistemi
tzerine olumlu etkilerde bulundugu, gibberellik asidin ise enzim
aktiviteleri ve prolin miktar1 lizerine etkisinin olumsuz oldugu
belirlenmigtir.

ABSTRACT

In this study, effects of salt stress, SNP and plant hormones on
acticities of antioxidant system in sunflower (Helianthus annuus L.
cv. Tarsan-1018) leaf tissues were investigated. The study was
conducted in 2016 under controlled climate room conditions. The seeds
were irrigated with culture solution for 5 weeks. At the end of the fifth
week, salt, SNP and hormone applications were applied for 48 hours.
At the end of 48-hour samples were gathered. Superoxide dismutase
activity, Catalase activity, Glutathione S transferase activity and
Proline amount were determined according to Sairam et al. (2002),
Aebi (1984), Habig et al. (1974) and Ninhiydrin method (Troll and
Lindsley, 1955), respectively. Results showed that salt stress and
Sodium nitroprusside stimulated antioxidant defense. Plant
hormones had different effects. Abscisic acid had positive effects on
antioxidant defense. Gibberellic acid caused negative effects on
enzyme activities and proline amount.
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GIRIS

Stres; fiziksel agidan bir nesneye birim alan basina
uygulanan gii¢ olarak tanimlanmaktadir. Bitkilerde
bir stres faktoru tarafindan uygulanan glici 6lgmek
zor oldugundan biyolojik a¢idan stresi tanimlamak
zordur. Biyolojik kosgullarda bir bitki i¢in stres
olusturan durum bagka bir bitki icin optimum sartlar:

saglayabilmektedir. Biyolojik stresin en pratik tanimi
ise Dbitkiler gibi biyolojik sistemlerde normal
fonksiyonlari ve olusumlari engelleyen olumsuz
sartlar olarak tanimlanabilir (Jones ve Jones 1989;
Gaspar ve ark., 2002; Jaleel ve ark., 2009). Tuzluluk,
son yillarda diinya genelinde ciddi sekilde artarak
devam eden bir stres tirudir. Yags miktarinda
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azalma, kurak ve yarik kurak alanlardaki yiiksek
derecede nem olugsumu ve bunlarin neticesinde bitkiler
icin su ile besin maddelerine ulagsmadaki zorluklar
meydana gelen tuz stresi su eksikligi ve kuraklik stresi
sonuclarina neden olmaktadir (Mahajan ve Tuteja
2005; Al-karaki 2006; Porcel ve ark., 2012). Yiiksek
tuzluluk 1ise; su stresi, iyon toksisitesi, besin
yetersizligi, metabolik proseslerin degisimi, membran
bozukluklari, hiicre bélinmesi ve geniglemesinde
gerileme, genotoksisite gibi bir ¢ok yolla bitkiyi
olumsuz etkilemektedir (Zhu 2007). Bu gibi durumlar
bitkinin gelisimini, blyimesini ve yasamini ciddi
derecede smmrlandirmakta, tuz stresinin devam
etmesiyle de protein sentezi, fotosentez, enerji ve lipit
metabolizmasi gibi 6nemli fizyolojik asamalar olumsuz
etkilenmektedir (Parida ve Das 2005). Tuz stresinin
ozmotik etkisi hemen gé6zlenebilmekte, hiicre
bluytimesi ile boélinmesi inhibe edilirek, stomalar
tedbir olmasi icin kapatilabilmektedir. (Munns 2002;
Flowers 2004). Uzun siireli tuzluluk, bitkide olgun
yapraklarda senesensin baslamasina neden olmakta
ve fotosentetik alan azalmaktadir (Cramer ve Nowak
1992). Bitkilerin bir¢ogunda tuzlulugun olumsuz
etkisinden koruyucu veya tolare edici mekanizmalar
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar; stomalari kontrol
altina alarak, ozmotik uyum saglamakta, fotoprotektif
etkiler gelistirerek, sekonder metabolit ve fitohormon
uretimi sayesinde kuraklik ve tuz stresiyle basa
cikmaya calismaktadir (Yordanov ve ark., 2000;
Valladeres ve Pearcy 2002; Martinez-Ferri ve ark.,
2004; Radhakrishnan ve Lee 2013). Strese bagh olarak
ABA ve etilen gibi hormonlarin iiretiminde ve gesitli
genlerin ifadelerinde degisimler meydana gelmektedir
(Mahajan ve Tuteja 2005; Yamaguchi-Shinozaki ve
ark., 2005; Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki 2007).
Serbest radikallerin zararlh etkilerine kars: hiicre veya
organizmalar koruyucu mekanizmalara sahiptirler.
Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal
olusumunu, bir kismi ise olugmus serbest radikallerin
zararh etkilerini 6nler. Bu iglevleri yapan maddelerin
tamamina genel olarak antioksidanlar denir. Bitki
dokularindaki oksidatif hasar enzimatik ve enzimatik
olmayan mekanizmalar tarafindan baskilanmaktadir.
B-karoten, a-tokoferol, askorbat, glutatyon ile
siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX),
askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT) ve glutatyon
rediiktaz (GR) enzimleri bu mekanizma icerisinde yer
almaktadir (Halliwell 1987; Asada 1992; 1997; Tiirkan
ve ark., 2005). Stres cesitlerinin sebep oldugu zararlar
bitkinin tlrine, stresten kacinma ve tolerans
kabiliyetine bagh olarak degisebilmektedir (Dubey,
1994; Kadioglu, 2004; Madhova Rao ve ark., 2005;
Biiyiikk ve ark., 2012). Bitkiler, diigiik molekiiler
agirlikli ¢6ziinen maddeler veya prolin gibi ozmolitleri

olusturarak stres cevaplar: meydana
getirebilmektedir. Koruyucu molekiillerden olan
ozmolitler stres tarafindan olusturulan ROSun

temizlenmesinde gérev yapan proteinlerdir (Biiyiik ve
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ark., 2012). Bitki hormonlari, bitkinin biiyiime ve
gelismesinde o6nemli rol oynayan maddelerdir.
Bitkiler, abiyotik stres ile karsilastigi zaman bazi
endojen bitki hormonlar1 sinyal iletimi ve gen
ifadelerinin diizenlenmesinde 6nemli gorevler yapar
(Xiong ve ark., 2002). Bitki hormonlar1 hiicre
boluinmesi, farklilagmas1 ve blylmesi gibi olaylari
diizenlerken (Hooley 1994), giberellinler, etilen,
sitokininler ve brassinosteroidler tohum
¢imlenmesinin ve gelisimin diizenlenmesini de
saglayabilmektedir. (Kucera ve ark., 2005; Kucera ve
ark., 2007). Absisik asit (ABA) su stresi ve agir metal
stresi  gibi durumlarda bitkinin strese karsi
cevaplarinin diizenlenmesinde rol oynarken, kurakliga
karsi cevaplarin diizenlenmesini de saglar. Abiyotik ve
biyotik stres sartlarinda stomatal aktivite, dormansi
ve diger bitkisel faaliyetleri diizenler (Moore 1989;
Davies ve Jones 1991; Weyers ve Paterson 2001; Popko
ve ark., 2010). Gibberellik asit (GA), ise bitki biiyiime
ve gelismesini 6nemli sekilde diizenlemekte tohum
¢imlenmesini, yaprak genlesmesini, kok uzamasini ve
akisini kontrol eden, bliylime ve gelisme ile ilgili bir
hormondur (Magome ve ark., 2004; Kim ve Park,
2008). Bunun yaninda GA, NaCl stresinin etkilerini
azaltmaktadir. GA'nin soya (Glycine max) bitkisinde
diger bitkisel hormonlarin miktarini dizenleyerek,
NaCl stresinin neden oldugu olumsuz durumlar:
diizeltebildigi bildirilmistir (Hisamatsu ve ark., 2000;
Hamayun ve ark., 2010; Igbal ve ark., 2011). Bununla
birlikte, bitkilerde GAin tuz toleransini uyarma
mekanizmalari heniiz net degildir. Tuzluluk,
bitkilerdeki hormonal dengeyi bozmaktadir. Yapilan
calismada antioksidan savunma uzerine tuz, nitrik
oksit ve bitki hormonlarinin Etkileri aragtirilmis ve bu
amagcla SOD, CAT ve GST enzim aktiviteleri ile prolin
miktar: analizleri yapilmagtir.

MATERYAL ve METOT

Bu c¢alismada deney materyali olarak Aycicegi
tohumlar1 (Helianthus annuuss L. cv. TARSAN — 1018
cesidi) kullamilmigtir. Bitkinin dayanabilecegi
maksimum tuz konsantrasyonu 300 mM olarak
saptanmis ve sterilizasyon sonrasinda, tohumlar
karanhkta 24 saat bekletilmistir. Her uygulama igin
5er tane saksi hazirlandi. Cimlenmenin ardindan
bitkiler 5 hafta boyunca Hoagland kiiltiir ¢ozeltisi ile
yetigtirilen bitkilere 5. hafta sonunda; sodyum
nitroprusid (100 uM), gibberelik asit (100 uM), absisik
asit (100 uM) ve bunlarin diger kombinasyonlarina ek
olarak tuz stresi 48 saat boyunca uygulanmigtir.
Ornekler 48. saatte rastgele secildi ve siv1 azot ile
dondurularak, analizlere kadar -40 °C'de
saklanmiglardir. Superoksit dismutaz, Katalaz,
Glutatyon S transferaz ve Prolin analizleri igin 10
deney grubu olusturulmus olup, bunlar; Kontrol, 300
mM NaCl, 100 uM SNP, 300 mM NaCl + 100 uM SNP,
300 mM NaCl + 100 uM ABA, 300 mM NaCl + 100 uM
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GA, 100 uM GA, 300 mM NaCl+ 100 uM SNP+ 100 pM
ABA, 300 mM NaCl+ 100 pM SNP+ 100 uM GA 100
uM ABA ve 100 uM GA.

Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktiviteyi Tayini

Stres altinda olusan sliperoksit radikalleri nitroblue
tetrazolium (NBT) ile reaksiyona girerek mavi renkli
formazon olusumuna neden olur. Ortamda siiperoksit
dismutaz varliginda formazon olusumu inhibe edilir.
Renk olusumu ile enzim konsantrasyonu arasinda ters
oranti bulunmaktadir. Stiperoksit dismutaz enziminin
aktivetisinin belirlenmesinde Sairam ve ark. (2002),
tarafindan belirtilen yontem, modifiye edilerek
kullanilmistir. Buna gore; elde edilen ekstraksiyon
sivisindan alinan 6rnek tlzerine 1’er mL. substrat
tamponu ve katalizor eklenmistir. 15 Whk 1s1k
kaynag: altinda 15 dakika bekletilen karisim 560nm
dalga boyunda spektrofotometrik (Agilent Cary 60 Uv
Vis G6860 A) olarak dl¢iilmiistiir.

Katalaz Enzim Aktivitesi Analizi

Katalaz aktvite tayini Aebi (1984)’ye gore yapilmistir.
Hidrojen peroksit (H202) ultraviyole spektrumunda
absorbsiyon veren bir maddedir. Maksimum
absorbansi 240 nm’de vermektedir. Deney ortamina
ilave edilen hidrojen peroksidin katalaz tarafindan su
ve oksijene parcalanmasi 240 nm’de absorbans
azalmasi ile kendini gésterir. Absorbansta meydana
gelen azalis katalaz aktivitesi ile dogru orantilidir.
Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde pH’s1 7 olan
fosfat tamponuna 30 mM H20:2 eklenerek elde edilen
hidrojen peroksitli fosfat tamponu kullanilmigtir.
Ekstraksiyon ust sivisindan alinan 2 mL 6rnek lizerine
1 mL hidrojen peroksitli fosfat tamponu eklenerek 240
nm’de H202 konsantrasyonundaki azaliga gére
spektrofotometre (Agilent Cary 60 Uv Vis G6860 A) ile
6lgiim yapilmistir. Olgiim 15 saniye araliklarla 60
saniye boyunca yapilmigtir.

Glutatyon S Transferaz Enzim Aktivitesi Analizi

GST aktivite tayini Habig ve ark., (1974)na gore
yapilmigtir. GST aktivitesi tayini i¢in 0.1 M potasyum
fosfat tamponu, 0.01 M Tris HC1 (pH 7.4) icerisinde
0.002 M rediikte glutatyon ve % 96lik etil alkol
icerisinde 0.15 M CDNB (1-chloro,2-4dinitrobenzen)
hazirlanarak, reaksiyon karigimi 400 pl. 0.1 M
potasyum fosfat tamponu, 400 pL rediikte glutatyon,
100 pL 6rnek ve 150 pL. CDNB olarak hazirlanmigtir.
Enzim aktivitesi spektrofotometrede (Agilent Cary 60
Uv Vis G6860 A) 344 nm dalga boyunda 1 dakikada
elde edilen absorbans degisimi olarak belirlenmigtir

Prolin Analizi

Ninhiydrin metoduna gére belirlenmistir. Kisaca 250
mg bitki materyali %95lik (v/v) 3 ml etanol ile
muamele edilip oda 1s1s1nda 5 dakika 2000 g devirde
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santrifiij dildikten sonra 200 pL ekstrakt tizerine 2 ml
ninhydrin ayiract ve 300 pL distile su eklenerek 60
dakika sureyle kaynatilmistir. Buz banyosuna
daldirarak reaksiyon durdurulmus ve 6 ml toluene ile
20 saniye ¢alkalandiktan sonra 520 nm dalga boyunda
spektroskobik (Agilent Cary 60 Uv Vis G6860 A)
olarak belirlenmistir (Troll ve Lindsley, 1955).

Istatistik Analizi

Deney sonucunda elde edilen veriler SPSS 15.0
istatistik paket programi ile degerlendirilmigtir.
Kontrol grubu ile deney gruplarinin ortalamalari
arasindaki farkliliklar 6nce tek-yonli ANOVA testi ile
belirlenirken, her bir grubun digerine gore farkliliklar:
ise post hoc LSD testi yapilarak, degerler ortalama +
standart sapma (ortalama+SD) seklinde belirtilmistir.

BULGULAR
Stiiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Aycicegi bitkisinin (Helianthus annuus L.cv. TARSAN
- 1018) yaprak dokularindaki Siiperoksit dismutaz
(SOD) enzim aktivitesinin 48. saatte 300 mM NaCl +
100 yM SNP + 100 pM GA ve 100 uM GA
uygulamalarinda kontrol grubundan diisik oldugu
belirlenmigtir. En ylksek SOD enzim aktivitesi
365.61+0.3 pmol min! mg! protein olarak 300 mM
NaCl+ 100 uM SNP+ 100 uM ABA uygulamasinda
saptanirken, en diisiik SOD enzim aktivitesi 100 uM
GA uygulamasinda (148.81+0.1 pmol min! mg!
protein) gézlenmistir. 300 mM NaCl uygulamasinda
artan SOD enzim aktivitesi 100 pM SNP
uygulamasinda daha yuksek seviyeye ulagsmagtir.
Cizelge 1 incelendiginde; GA ve GA kombinasyonlu
uygulamalarda SOD enzim aktivitesinin diger
uygulamalardan daha diisiik oldugu goriillmektedir.

Katalaz Aktivitesi

Helianthus annuss L.cv. TARSAN - 1018 yaprak
dokularinda Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin 300
mM NaCl + 100 pM SNP + 100 uM GA ve 100 pM GA
uygulamalar1 digindaki tiim uygulama gruplarinda
kontrol grubundan yliksek oldugu belirlenmigtir. En
yiksek CAT enzim aktivitesi 100 uM SNP
uygulamasinda belirlenirken (50.01+0.5 pmol min'!
mg'! protein) en diigiik CAT enzim aktivitesi 300 mM
NaCl + 100 uM SNP + 100 pM GA uygulamasinda
(15.36+0.1 pmol min' mg?! protein) saptanmistir
(Cizelge 2).

Glutatyon S Transferaz Aktivitesi

Aycicegi bitkisinin (Helianthus annuus L.cv. TARSAN
- 1018) yaprak dokularinda Glutatyon S transferaz
(GST) enzim aktivitesinin 300 mM NaCl + 100 uM
TIAA, 300 mM NaCl + 100 uM GA ve 100 uM GA
uygulamalarinda kontrol grubundan diisiik oldugu,
diger tiim uygulamalarda ise kontrol grubundan
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yiikksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 3). 300 mM
NaCl + 100 pM GA uygulamasinda saptanan GST
enzim aktivitesinin kontrol grubuna ¢ok yakin oldugu
(2.52+0.51 pmol min! mg! protein) gézlenmistir. 300
mM NaCl + 100 uM SNP + 100 uM ABA uygulamasi

en yiksek GST enzim aktivitesini saglamigtir
(10.33+0.23 pmol min! mg! protein). En diisitk GST
enzim aktivitesi ise, 100 pM GA uygulamasinda
(1.08+0.82 pmol min'! mg! protein) belirlenmistir.

Cizelge 1. Uygulama gruplarimin Helianthus annuss L.cv. TARSAN — 1018 yaprak dokularinda Stiperoksit
dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

SOD Enzim Aktivitesi (umol min'! mg'! protein) x+SD

Uygulama Gruplar1 (n=3) LSD (6.36) 48. Saat

KONTROL 2191.55+0.3
300 mM NaCl d237.36+0.5"
100 uM SNP h346.8520.3"

300 mM NaCl + 100 uM SNP

1361.60+0.4"

300 mM NaCl + 100 pM ABA

f256.57+0.2"

300 mM NaCl + 100 uM GA

d202.39+0.1"

300 mM NaCl + 100 pM SNP + 100 uM ABA

1365.61+0.3"

300 mM NaCl + 100 pM SNP + 100 uM GA

v174.21+0.2"

100 uM ABA

£306.09+0.3"

100 uM GA

2148.81+0.1"

100 uM GA ve 300 mM NaCl+ 100 uM SNP+ 100 uM GA uygulamalar: disindaki tiim uygulama gruplarinin SOD aktivitesini
kontrol grubuna gore artirdig1 belirlenmistir (*p<0.05; Ortalama fark 0.05 diizeyinde énemlidir)

Cizelge 2. Uygulama gruplarimin Helianthus annuss L.cv. TARSAN — 1018 yaprak dokularinda Katalaz (CAT)

Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

CAT Enzim Aktivitesi (umol min'? mg! protein) ¥+SD

Uygulama Gruplar: (n=3) LSD (2.63) 48. Saat

KONTROL b19.52+0.3
300 Mm NaCl d33.19+0.4"
100 uM SNP £50.01+0.5"
300 mM NaCl + 100 uM SNP de35.06+0.5"
300 mM NaCl + 100 uM ABA ¢23.05+0.1"

300 mM NaCl + 100 uM GA

bc21.68+0.1"

300 mM NaCl + 100 uM SNP + 100 uM ABA

de35.36+0.3"

300 mM NaCl + 100 uM SNP + 100 uM GA

215.36+0.1"

100 uM ABA

€36.36+0.4"

100 uM GA

ab]17.7940.2"

100 uM GA ve 300 mM NaCl+ 100 uM SNP+ 100 pM GA uygulamalar1 digindaki tiim uygulama gruplarinin CAT aktivitesini
kontrol grubuna gére artirdig: belirlenmistir (*p<0.05; Ortalama fark 0.05 diizeyinde énemlidir)

Cizelge 3. Uygulama gruplarinin Helianthus annuus L.cv. TARSAN — 1018 yaprak dokularinda Glutatyon S
Tarnsferaz (GST) Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

GST Enzim Aktivitesi (umol min! mg'! protein) ¥+SD

Uygulama Gruplar1 (n=3) LSD (0.54) 48. Saat
KONTROL v2.55+0.02
300 Mm NaCl 46.40+0.02°
100 uM SNP €7.36+0.02"
300 mM NaCl + 100 uM SNP e7.46+0.02*
300 mM NaCl + 100 uM ABA e7.05+0.11"
300 mM NaCl + 100 uM GA b2.52+0.51
300 mM NaCl + 100 pM SNP + 100 uM ABA 10.33+0.23"
300 mM NaCl + 100 uM SNP + 100 uM GA ¢4.56+0.01"
100 uM ABA €7.47+0.24"
100 uM GA 21.08+0.82"

100 pM GA ve 300 mM NaCl+ 100 uM SNP+ 100 uM GA uygulamalar1 digindaki tiim uygulama gruplarimin CAT aktivitesini
kontrol grubuna gore artirdig1 belirlenmistir (*p<0.05; Ortalama fark 0.05 diizeyinde énemlidir)
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Prolin Miktar1

Aycicegi (Helianthus annuus L.cv. TARSAN - 1018)
yaprak dokularinda Prolin miktarinin 300 mM NaCl +
100 uM TAA, 300 mM NaCl + 100 uM SNP + 100 uM
TAA, 100 pM TAA ve 100 uM GA uygulamalarinda
kontrol grubundan daha az oldugu belirlenmigtir.
(Cizelge 4). 300 mM NaCl + 100 pM SNP + 100 uM
ABA uygulamasimin en yiksek Prolin miktar
sagladig1 (61.61+1.73 ng) saptandi. En diisiik Prolin

miktari ise 300 mM NaCl + 100 uM SNP + 100 uM TAA
uygulamasinda 10.46+1.54 pg olarak belirlenmigtir
(Cizelge 4).

TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismanin sonucunda; SOD, CAT ve GST enzim
aktivitelerinin o6zellikle 100 pM GA uygulamasiyla
azaldig1 belirlenmistir (Cizelgel, 2, 3).

Cizelge 4. Uygulama gruplarinin Helianthus annuus L.cv. TARSAN — 1018 yaprak dokularinda Prolin Miktar:

Uzerine Etkileri

Prolin Miktar1 (ug) ¥+SD

Uygulama Gruplar: (n=3) LSD (2.09) 48. Saat
KONTROL b22.01+0.1
300 Mm NaCl €32.40+0.2"
100 uM SNP h48.36+0.32*

300 mM NaCl + 100 uM SNP

£44.78+0.52"

300 mM NaCl + 100 pM ABA

c24.36+0.15"

300 mM NaCl + 100 uM GA

430.10+0.72"

300 mM NaCl + 100 uM SNP + 100 uM ABA

161.61+1.73"

300 mM NaCl + 100 pM SNP + 100 uM GA

f42.60+0.71"

100 uM ABA

be24.07+0.74"

100 uM GA

214.02+0.117

100 uM GA uygulamasi digindaki tim uygulama gruplarinin CAT aktivitesini kontrol grubuna gore artirdigi
belirlenmistir (*p<0.05; Ortalama fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir)

300 mM NaCl ve 100 uM SNP uygulamalarinin
antioksidan aktiviteyi artirdigi sonucunu varilmigtir.
100 puM GA uygulamasinda belirlenen enzim
aktivitelerindeki azalmanin 300 mM NaCl + 100 uM
SNP + uM GA kombinasyonlu uygulamalarda da
meydana geldigi saptanmigtar.

Sanchez-Rodriguez ve ark., (2012) stres kosullarinda
glutatyon rediiktaz (GR), askorbat peroksidaz (APX)
ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinin artis
gosterdigini saptamislardir. Sabra ve ark., (2012) ¢
Ekinezya tiiriniin (Echinacea purpurea, Echinacea
pallida ve Echinacea angustifolia) hidroponik
kiltivasyon altinda 0 mM, 50 mM, 75 mM ve 100 mM
konsantrasyonlardaki tuz stresine karsi superoksit
dismutaz (SOD) ve askorbat peroksidaz (APX) enzim
aktivitelerinde artis oldugunu belirtmigtir. Mecvut
calismada antioksidan enzim aktivitelerinin tuz stresi
etkisiyle arttigni ve bu artisin tuz uygulamali
kombinasyonlarin neredeyse tamaminda meydana
geldigi Dbelirlenmigtir ve sonuglar literatiir ile
uyumludur. Nitrik oksit (NO) vericilerinin ¢ogu,
sodyum nitroprusit (SNP) gibi NO kompleksleri
olusturan organik bilesiklerdir (Huo ve ark., 1999).
NOnun sicak sartlarda  antioksidan  enzim
aktivitelerini artirdig1 bilinmektedir (Neill ve ark.,
2002; Karpets ve ark., 2011). Triticum aestivum'da
sicaklik stresine bagli olarak NO sinyali ile askorbat
peroksidaz ve glutatyon rediktaz enzim
aktivitelerinin uyarilmasinin H2Oz metabolizmasinda
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énemli bir rol oynadig1 bildirilmistir (El-Beltagi ve
ark., 2016). Benzer sekilde, 10 dakika boyunca 43 °
C'de 1s1 soku verilen 7. aestivum koleoptillerinde 0.5
mM SNP'nin stiperoksit dismutaz ve katalaz enzimleri
ile ¢6zlinlir peroksidaz aktivitelerini yiksek miktarda
artirdig: belirtilmistir (Karpets ve ark., 2011). Sicaklik
stresi slresince antioksidan aktivitesinin tegvik
edilmesi, ¢ogu turde goézlenen yaygin NO aracilikh
koruyucu yanittir ve bu antioksidan savunmanin stres
bitiminden sonra da sturdugu ile ilgili kamitlar vardir

(Parankusam ve ark., 2017). NOnun disssal
uygulanmas1 antioksidan enzimlerin artmasiyla
hicreleri oksidadif stresin zararlarindan

korumaktadir (Wu ve ark., 2011). 50 pmol L1 SNP
uygulamasi, reaktif oksijen tiirleri (ROT) siipiiriicii
enzimleri uyarmis ve Cucumis sativus koéklerinin
mitokondrilerinde NaCl ile indiklenen H20:2
birikimini azaltmistir (Shi ve ark., 2007). Tuz stres
kosullar1 altindaki Cicer arietinum'da 0.2 mmol L~V
den  daha distiik  konsantrasyondaki SNP
uygulamasinin CAT ve glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitesinin arttirilmasinda daha etkili oldugu, 1
mmol L'1'den daha yiiksek SNP konsantrasyonun ise
SOD aktivitesinin arttirilmasinda, membran hasari ve
lipid peroksidasyon seviyelerinin disliriilmesinde
daha etkili oldugu bildirilmistir (Sheokand ve ark.,
2010). Tanou ve ark., (2009) tuzlulukla beraber gercek
enzim aktivitelerinin H202 veya SNP’ye yanit olarak
yeniden dizenlendigini belirtmiglerdir. Nitrik oksit
abiyotik stresin neden oldugu ROT'u dogrudan
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stipurme ile veya cesitli ROT temizleyici enzimlerin
aktivitesini tetikledigi i¢in ikincil bir antioksidan
olarak da kabul edilmektedir (Siddiqui ve ark., 2011;
Hasanuzzaman ve ark., 2013; Arora ve ark., 2016). Fan
ve ark., (2007), 10-400 pM SNP ile 50 mM NaCl
kombinasyonunun tuz kaynaklh stres altinda Cucumis
sativus bitkisi ile bir deney gercgeklestirmig ve 50 pM
SNP uygulamasinin, SOD, CAT, guaiacol peroksidaz
(POD) ve askorbat peroksidaz (APX) dahil antioksidan
enzimlerin aktivitesini arttirdigin1 belirtmiglerdir.
Ahmad ve dig. (2016), NO kaynag: olarak 50 pM S-
nitroso-N-asetil penisilaminin, (SNAP), C. arietinum
bitkisinde SOD, CAT, APX ve GR aktivitelerini
arttirdiginm sonucuna varmislardir (Hasanuzzaman ve
ark., 2018). Bu calismada literatiirde belirtildigi
sekilde NO donoéric SNP uygulamalarinda artan
antioksidan enzim aktiviteleri saptanmistir (Cizelge 1,
2, 3).

Bitki biiyime hormonlarinin ekzojen uygulamasinin
agir metal toksisitesine karsi koruma gelistirdigini

gosteren calismalar da mevcuttur (Al-Hakimi
2007; EI-Monem ve  ark., 2009; Zhu ve ark.,
2012; Agami and Mohamed 2013;Zhu ve ark.,

2013; Masood ve ark., 2016). Misir bitkisinde su stresi
ve ABA uygulamasinin ROT birikimini tetikledigi ve
bu sayede antioksidan enzim aktivitelerini kodlayan
genlerin artmig ekspresyonu ile antioksidan enzim
aktivitelerinin arttig1 belirtilmistir (Jiang ve Zhang,
2002). Domates ile yapilan bir calismada ABA'nin
kloroplastlarda ~ ROT  birikimini  uyarabilecegi
sonucuna varilmistir (Zhou ve ark., 2014). Pospisilova
ve ark. (2005), ABA 6n uygulamasinin, misir
fidelerinde endojen ABA diizeyini daha da artirdigim
bildirmiglerdir. Tohumlarin ABA ile muamelesinin, su
stresine maruz kalan misir fidelerinde antioksidan
enzim  aktivitesini  6nemli  Olglide  arttirdigi
bildirilmistir (Jiang ve Zhang 2002). ABA tarafindan
kuraklik stresi altinda SOD aktivitesinin arttigi
belirtilmistir (Jiang ve Zhang, 2001; Hu ve ark., 2005).
Bugday Dbitkisinde kurakhik ile birlikte ABA
uygulamasinin SOD aktivitesinin kontrol grubuna
gore 2 kat arttig1 rapor edilmistir (Bano ve ark., 2012).
Yapilan ¢alismada ABA uygulanmasi ile SOD, CAT ve
GST enzim aktivitelerinde artis meydana geldigi ve bu
artisin - ABA  kombinasyonlu uygulamalarda da
olustugu sonucuna varilmigtir. Tuz stresi altindaki
bitkilerde SOD aktivitesi, GAs'iin eksojen uygulamasi
ile azalmigtir. Benzer sekilde, GAs uygulamasinin tuz
stresli Vigna radiata bitkisinde SOD aktivitesini
azalttign bildirilmistir (Chakrabarti ve Mukharji,
2003). Tuz stresli bitkilerde azalmis gibberellik asit
icerigi oldugu bilgisi mevcuttur (Boucaud ve Unger,
1976). Bu veri; stres sartlarinda azalan GA miktarinin
antioksidan  savunmayr tesvik  ettigi  fikrini
distindurmektedir. Mevcut ¢alisma sliresince ortama
verilen GA antioksidan enzim aktivitelerinde
azalmaya neden olmustur. 300 mM NaCl + 100 uM GA
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uygulamasinda saptanan enzim aktivitelerinin control
grubuna oldukc¢a yakin olmasi stress sartlarinda GA
miktarinin artirilmasiyla iligkili olabilir. Oyle ki 300
mM NaCl + 100 uM SNP + 100 pM GA uygulamasinda
dahi SOD ve CAT aktivitesinin control grubundan
diigiik oldugu anlagilmaktadir. SNP uygulamasiyla
elde edilen yiksek enzim aktiviteleri GA uygulamaiyla
tersine donmustir. SNPnin diizeltici etkisi sadece
GST enzim aktivitesinde elde edilmigtir ve bu durum
enzimlerin ¢alisma mekanizmalarinin farkli olmasiyla
aciklanabilir. Zira bilindigi tizere SOD super oksit
radikalini H202'ye katalizlerken CAT H:202yi su ve
oksijene katalizler.

Prolin gibi ozmolitlerin birikimi tuz stresine karsi
adaptasyon mekanizmasinin en 6nemli par¢alarindan
biridir. Cavdar gimlerinde Prolin birikimi tizerine ilk
calismadan sonra (Kemble ve MacPherson 1954),
Prolinin tuz stresi toleransindaki rolii tizerine
calismalar yapilmigtir. Cesitli calismalarda Prolin’in
antioksidan  ozelligi ve radikalleri temizleme
aktiviteleri arastirilmistir (Smirnoff ve Cumbes, 1989;
Matysik ve ark., 2002). Prolin bir serbest radikal
stipuriuci olarak islev gorur ve kuraklik stresinde
serbest radikal aracili hasarlar1 bastirir. Birkag
¢alismada, kuraklik stresi boyunca Prolin igeriginin
arttigini ve Prolin birikiminin, bazi bitkilerde kuraklik
toleransinda iyilesme ile iligkili oldugu belirtilmigtir
(Seki ve ark., 2007; Zhang ve ark., 2009). Kuraklik
stresinin c¢ayirotu yapraklarinda Prolin birikimini
artirdig rapor edilmistir (Man ve ark., 2011). Mevcut
calismada tuz stresi ile artan Prolin igerikleri tespit
edilmigtir. Bu durum literturler ile uyumludur. SNP
uygulamasinda da Prolin miktarlarinin arttig:
belirlenmigtir.  Arastirmacilar SNPnin  Prolin
birikimine olumlu katki sagladigini bildirmistir (Dong
ve ark., 2015). Yine farkl bir calismada kuraklik stresi
altindaki Ginkgo biloba ve Populus przewalskii
bitkilerinde SNP uygulamasinin Prolin igerigini 3 kata
katar artirdig: rapor edlmistir (Miao ve ark., 2005; Hao
ve ark., 2007). Elde edilen bulgular literatiirler ile
uyumludur. Prolin miktarinin SA'nin ABA'nin aracilik
ettigi Prolin birikimiyle bugday bitkisinde tuz
stresinin olumsuz etkilerini azalttig ile ilgili calisma
mevcuttur (Sakhabutdinova ve ark., 2003). Ekzojen
ABA uygulamalarinin, stres altindaki prolin
birikiminin kismen ABA tarafindan regiile edildigi
ancak stres olmayan ortamlarda eklenen ABA
uygulamasinmin ylUksek Prolin icerigi saglamada
yetersiz oldugu bilgisi de bulunmaktadir (Ober and
Sharp 1994; Verslues ve Bray 2006; Sharma ve
Verslues 2010). Calismada elde edilen sonuclar
ABA’nin tek bagina Prolin miktar: lizerinde artirici
etkisinin oldugunu ortaya koymustur ve literatiir ile
uyumludur. Yine ABA kombinasyonlu uygulamalar
Prolin miktarinda artis saglamistir ve ABA’nin
antioksidan savunmada etkili bir hormon grubu
oldugunu gostermektedir. GA uygulamasinda ise
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disiik Prolin miktar: belirlenmistir ve bu durum tuz
stresi varhiginda farkli bugday cesitlerinde GA
uygulamasinin Prolin igerigini azalttigini bildiren
calismayla uyumludur (Manjili ve ark. 2012). Ek
olarak; Tuna ve ark., (GA enzim) misir bitkisinde 100
mM NaCl ile birlikte 50 ppm ve 100 ppm GA
uygulamasinin prolin miktarini artirdigini rapor
etmiglerdir. Bu c¢alismada tek basmma GA
uygulamasinin Prolin miktarini distrdigia
saptanmigtir. Bu durum uygulama dozundan
kaynaklanabilicegi gibi, c¢alisma materyallerinin
farkliigindan da meydana gelmis olabilir. Cizelge 4
incelendiginde GA kombinasyonlu uygulamalarda
Prolin miktarinin arttigi anlasilmaktadir. Elde
ettigimiz sonuglar GA’nin tek basina Prolin miktar:
uzerine baskilayici etkisi oldugunu géstermektedir. Bu
sonuglar enzim aktiviteleri sonuglariyla da benzerlik
gostermektedir.

Sonug olarak; tuz stresi, NO ve bitki hormonlarinin
antioksidan savunma mekanizmas1 Uzerindeki
etkilerinin aciklanmaya calisildigi bu arastirmada;
NO’nun 6nemli bir sinyal molekiili olarak hareket
ederek antioksidan enzim aktiviteleri tizerinde olumlu

etkiler yaptigi anlasilmistir. Bitki hormonlar:
bitkilerin yagsamlarinda 6nemli olaylari regule eden
yegane molekiillerdir. Calismanin sonuglari;

hormonlarin enzim aktiviteleri tzerine etkilerinin
farklh oldugunu gosterirken, ABA'nin antioksidan
savunmada oOnemli bir molekiil olduguna isaret
etmektedir. GA bitki hayatinda her ne kadar 6nemli
bir hormon olsa da, bu ¢alismada, antioksidan enzim
aktiviteleri ve Prolin miktar1 Gizerine olumsuz etkiler
yapmistir. Bitkiler gibi canli organizmalarda stress
cevaplarinin ve mekanizmasinin anlagilmasi oldukga
guctir. Bu kapsamda sinirli literatir bilgisine katk:
saglanmas1 amaciyla, daha fazla sayida hormonun
bitkilerdeki antioksidan savunma tizerine etkilerinin
arastirilmasi, mekanizmanin anlasilmasina yardimeci
olacagi dusiiniilmektedir.
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