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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KiTOSA?'NIN MISIRDA (Zea mays L.) METILGLIOKSAL TOKSISITESI
UZERINDE KORUYUCU ROLUNUN ARASTIRILMASI

Gamze KARACA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Botanik Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu ¢alismada, misir (Zea mays L. cv. Arifiye) bitkilerinde ekzojen metilglioksal (MG)
toksisitesinin yatistirilmasinda kitosan uygulamasinin fizyolojik ve biyokimyasal etkileri
arastiritlmistir. Calismada steril misir tohumlari, sicaklik (24/20°C, giindiiz/gece), 151k
(450 umol m2 s°!; 16 saat fotoperiyot) ve nem kontrolii (%65) olan bir iklim odasinda
hidroponik ortamda ¢imlendirildi. Gelisen fidelerin bazilarinin yapraklarma 9. giin
kitosan (%0.05 ve %0.1) ve bundan 1 giin sonra MG (50 ve 100 mM) uygulandi. MG
uygulamasindan 3 giin sonra (13. giin) fideler hasat edildi. Kontrol dahil fidelerin kok ve
govde (siirglin) kisimlart fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi
icin kullanildi. Tek basina MG uygulamalari, fidelerde kdk uzunlugu, kuru agirligi,
fotosentetik pigment miktar1 ve protein igerigini diisiirmiis, ancak kitosantMG
uygulamalar1 bu parametreleri artirmistir. Yine MG uygulamalari, fidelerde i¢sel MG,
iyon sizintisi ve siiperoksit anyon radikali (O2)~ ile hidrojen peroksit radikali (H202) gibi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarin1 artirirken, kitosantMG uygulamalar
disiirmiistiir. KitosantMG uygulamalar lipid peroksidasyon seviyesi (MDA olarak)
tizerinde anlamli azalis yaparken, hiicrelerde MG’yi siipiiren glioksalaz-1 ve glioksalaz-
IT enzim aktivitelerini tek basina MG uygulamasina gore artirmistir. MG uygulamalari
siiperoksid dismutaz, katalaz, peroksidaz ve glutatyon rediiktaz aktivitelerini genelde
distiriirken, Kitosan+MG uygulamalar ile bu enzim aktiviteleri artmigtir. Bulgulara gore,
musir bitkisinde MG toksisitesi kosullarinda kitosan uygulamasinin, fotosentetik pigment
ve protein igerigini, glioksalaz sistem ve antioksidan enzim aktivitelerini artirarak, buna
karsilik ROS, lipid peroksidasyon ve membran iyon sizintist seviyelerini diistirerek bir
koruma saglayabildigi ileri siirlilmiistiir.

2020, 90 sayfa

Anahtar Kelimeler: Metilglioksal, kitosan, misir, antioksidan, glioksalaz, reaktif oksijen
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ABSTRACT

MS Thesis

INVESTIGATING PROTECTIVE ROLE OF CHITOSAN ON
METHYLGLYOXAL TOXICITY IN MAIZE (Zea mays L.)

Gamze KARACA

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Department of Botany

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this work, the physiological and biochemical effects of chitosan application on the
mitigation of exogenous methylglyoxal (MG) toxicity in maize (Zea mays L. cv. Arifiye)
plants were investigated. In the study, sterilized maize seeds were germinated in a plant
growth chamber with temperature (24/20°C, day/night), light (450 pmol m™2 s!; 16 h
photoperiod) and humidity control (65%) in hydroponic conditions. On the 9th day,
chitosan (0.05% and 0.1%) was applied to the leaves of the growing seedlings, followed
by MG (50 and 100 mM) after 1 day. Then seedlings were harvested 3 days after the MG
application (day 13). Root and stem parts of the seedlings, including the control, were
used for the evaluation of physiological and biochemical parameters. The MG
applications alone reduced root length, dry weight, photosynthetic pigment amount, and
protein content in the seedlings, but the chitosan+MG applications increased these
parameters. The MG applications increased the amount of endogenous MG, ion leakage
and reactive oxygen species (ROS) such as O and H20., while the chitosan+MG
applications decreased. The chitosan+MG applications decreased significantly the lipid
peroxidation level (as MDA) but increased the activity of glyoxalase-1 and glyoxalase-II
enzymes, which scavenge MG in the cells, compared to MG applications alone. The MG
applications generally decreased superoxide dismutase, catalase, peroxidase, and
glutathione reductase activities while chitosan+MG applications increased these enzyme
activities. According to the findings, it is suggested that the chitosan application in maize
plants under MG toxicity conditions can provide protection by increasing photosynthetic
pigment and protein content, and glyoxalase system and antioxidant enzyme activities,
and in addition decreasing ROS, lipid peroxidation and membrane ion leakage levels.

2020, 90 pages

Keywords: Methylglyoxal, chitosan, maize, antioxidant, glyoxalase, reactive oxygen
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Ekosistemde bitkilerin en 6nemli rolii birincil iiretici basamaginda yer alip canli hayatinin
stirdiirebilirligi i¢in olmazsa olmazlarin basinda gelmesidir. Isik vasitasiyla inorganik
maddeden organik madde sentezi gerceklestirirken hem kendi besinini hem de diger
canlilarin besin ihtiyacim1 karsilayip, ayn1 zamanda havadaki karbondioksit ve oksijen
dengesinin ayarlanmasinda énemleri oldukg¢a biiyiiktiir (Mahajan and Tuteja 2005). Bu
nedenle canli yasamin siirdiiriilebilirligi i¢in inanilmaz 6zelliklere sahip olan bitkilerin
yasamlarini saglikli olarak siirdiirmeleri gerekmektedir. Ancak giiniimiizde gittikge artan
olumsuz ¢evresel etmenler bitkilerin yasam dongiilerini ciddi bir sekilde sinirlamaktadir.
Bu da bitkilerin biiylime, gelisme ve verimliliginde mutlak bir diisiise neden olmaktadir
(Gallego et al. 1996). Bitkiler de diger canlilar gibi bulunduklar1 ¢evreyle devaml
etkilesim igerisindedir. Cevre kosullar1 kétiilesince bulundugu ortama adaptasyonu
azalarak strese maruz kalmaktadir. Stres, bitkilerde biiylime, gelismeyi, biyokimyasal ve
fizyolojik olaylar1, potansiyel verimliligi olumsuz etkilemektedir (Bray et al. 2000).
Bitkilerde strese sebep olan faktorler, Levitt (1980) tarafindan fizikokimyasal faktorler
(abiyotik) ve biyotik faktorler olarak iki gruba ayirmustir. Bitkinin stresten etkilenmesi de
stresin siiresine, siddetine, bitkinin adaptasyon yetenegine, dokunun c¢esidine, gelisim
donemine ve strese verdigi cevap mekanizmalarinin basarisina gore degisebilmektedir
(Atkinson and Urwin 2012). Abiyotik stres etkenleri ve bitkiler arasindaki etkilesim
karmagiktir; sonugta, bazi bitkilerin ¢evresel olarak indiiklenen stres altinda biiytimesini
ve gelismesini saglayan, cesitli derecelerde adaptasyona yol agabilecek c¢ok sayida
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisiklikler meydana gelir. Ilgili
metabolik yollarin sayist ve diizenlemelerinin uygunlugu nedeniyle, arastirmacilari
bitkilerin abiyotik stres tepkilerini stresin siddetine, 6zelligine gore degerlendirmektedir
(Sharma et al. 2013). Abiyotik etmenlerden veya biyotik etmenlerden dolay stres altinda
kalan bitkiler, i¢ dengelerini korumak ve strese dayanmak admna metabolik
reaksiyonlarim1 kontrol eden cevap mekanizmalari bulundururlar. Stres esnasinda
bitkilerde bozulan homeostasi ve metabolik yolaklarda diizensizlikler, hiicrede asir

miktarda oksitatif hasara neden olan bazi reaktif (veya serbest radikal) bilesiklerin



seviyelerinde artis meydana getirir. Bunlardan en 6nemlileri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

(ROS) Reaktif Karbonil Tiirleridir (RCS) (Apel and Hirt 2004).

Molekiiler oksijen (O2), atmosferimize yaklasik 2.7 milyar y1l 6nce O tireten fotosentetik
organizmalar tarafindan salinmaya ve bunun bir sonucu olarak ROS canlilarda aerobik
metabolizmanin kagmilmaz bir yan {iriinii olarak ortaya ¢ikmaya baglamistir (Halliwell
2006). ROS yiiksek oranda reaktiftir ve kloroplastlar, mitokondri ve peroksizomlar gibi
bitkilerin farkli hiicresel boliimlerinde yiiksek oranda iiretilir. Bitki hiicreleri, farkli
metabolik yolaklarda iiretilen ROS olarak adlandirilan oksijenin yiiksek enerji
potansiyelli bilesiklerinin tahrip edici etkisiyle siirekli karsilagirlar (Navrot et al. 2007).
Normal c¢evre kosullar1 altinda ROS molekiilleri, bir dizi antioksidan mekanizma
tarafindan siirekli olarak temizlenirken herhangi bir hasara neden olma yetenegine sahip
degildir (Foyer and Noctor 2005). Ancak, ROS iiretimi ile antioksidanlar tarafindan
atilmalar1 arasindaki hassas denge, tuzluluk, su kitlig1, UV radyasyonu, agir metaller, agirt
sicaklik, besin eksikligi, pestisitler ve patojenlerin enfeksiyonu gibi farkli biyotik ve
abiyotik stres faktorleri tarafindan bozulmaktadir. Bu olumsuz durumlar, hiicresel
komponentlerde ciddi hasara neden olabilecek ROS {iretiminin artmasina neden olur.
Bitki hiicreleri tarafindan O; tliketiminin yaklasik %2-3'niin hiicrelerde ROS olusumuna
yol actigi bildirilmistir. ROS’lar kararsiz yapida olup, elektron alig-verisine kolay
girebilen, yar1 Omiirlii bir ya da birden ¢ok ydriingede eslesmemis elektron bulunduran
molekiillerdir (Scandalios 2001). ROS’lar ¢ogu bitki metabolizmasinda 6zellikle
fotosentez olaylar1 esnasinda (kloroplastta), sitrik asit dongiisiinde (mitokondride), diger
plastid ve peroksizomlarda meydana gelen serbest radikallerdir. Baglica ROS gesitleri,

hiicrelerdeki etki mekanizmalar1 ve detoksifikasyon sistemleri asagida sunulmustur.

ROS hem serbest radikal (O.°, siiperoksit radikal; OH", hidroksil radikal;, HO>',
perhidroksil radikal; RO", alkoksi radikalleri) ve radikal olmayan (molekiiler) oksijen
formlarin1 (H20,, hidrojen peroksit ve 1O, singlet oksijeni) icerir. Bu reaktif ara iiriinler
cok toksiktir ve protein, DNA ve lipidler gibi biyomolekiillerde biiyiik hasara neden olur
ve sonunda hiicre 6liimiine yol agar (Apel and Hirt 2004; Foyer and Noctor 2005). Stresli
ortamlarda, artan ROS seviyeleri, bitkinin siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat



peroksidaz (APX), Glutatyon-S-transferaz (GST) ve katalaz (CAT) ve enzimatik olmayan
metabolitler olarak askorbik asit (AA) a-tokoferol, karotenoidler, fenolikler, prolin ve
flavonoidler. Hiicresel boliimlerin ¢ogunda antioksidan bilesiklerin varligi, ROS

detoksifikasyonunun 6nemini ortaya koymaktadir (Khan and Khan 2017).

Singlet oksijen (*0,): Oksijenin fazla enerjili olmasi durumudur. Fotosentetik Elektron
Tasima Sistemi (ETS) de rol alan oksijen molekiiliindeki elektron kendi yoriingesinin ters
bir yonde, baska bir yoriingeye yer degistirmesiyle gerceklesir. Oz radikali ayn1 zamanda
nitrik oksitle (NO) ve H202’nin hipoklorit (CIO") ile tepkimesi sonucunda da olusabilir.
Birden fazla biyolojik bilesigin yapisina benzemesinden dolay1 reaksiyona girebilme
kolayligina sahiptir. Singlet oksijen tepkimelere karbon—karbon ¢ift baglartyla katilir.
Triptofan, sistein, histidin, metionin gibi amino asitler yapilarinda ¢ift bagdan dolayi fazla
elektron bulundurma ya da kiikiirt kisimlar1 nedeniyle singlet oksijen ile oksidasyona

ugramasi kaginilmaz bir sondur (Biiyiik vd 2012; Khan and Khan 2017).

Stiperoksit radikali (O27): Kararsiz bir yapiya sahip olan siiperoksit radikali hemen hemen
tiim aerobik organizmalarda bulunan molekiiller oksijenin bir elektron transferi sonrasi
indirgenmesiyle olusur. Indirgenmis olan gegis metallerinin otooksidasyonu saglamasi ve
hidrojen peroksidin kaynagi olmasi bakimindan oOnemlidir. Molekiiller oksijen
ferrodoksin (Fd) sayesinde indirgenerek siiperoksit radikalini olusturur. Siiperoksit
radikali hem indirgeyici hem oksitleyici 6zellige sahiptir. Aldig1 elektronu hiicresel
kosullarda ferrisitokrom-c’ye veya bagka bir radikale vererek yeniden oksijen
molekiiliine oksitlenir. Oksijenden oldukc¢a fazla oksitleyici potansiyeli olan siiperoksit
radikali bir tane elektron alarak peroksit anyonuna indirgenir. Diisiik pH’da daha reaktif
olan siiperoksit radikali dnce oksidan perhidroksi radikalini olusturmak i¢in protonlanir,
daha sonra perhidroksi radikali ile tepkimeye girince biri indirgenir biri de okside olur.
Dismutasyon reaksiyonlariyla kendiliginden gerceklestigi gibi siliperoksit radikali
hidrojen peroksitte katalitik aktivesi yiiksek olan SOD (siiperoksit dismutaz) enzimi
tarafinda da katalizlenir. SOD enzimi siiperoksit radikalinin hiicrelerde birikmesine izin
vermeyecek derecede yliksek katalitik etkiye sahiptir. Fakat hiicre yogun strese ugrayacak

bir durum olunca siiperoksit yapimi cogalarak kendine has tepkimelere girmeye



baslayacaktir. Boylece protein salinimina sebep olacak metal iyonlarini indirgenmesine

sebep olur. Kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini tahrip eder (Biiyiik vd 2012).

Hidrojen peroksit (H202): Siiperoksitin dismutasyon tepkimesiyle iki tane siiperoksit
molekiilii iki tane proton alarak hidrojen peroksit ve oksijen molekiiliinii olusturur.
Dismutasyon reaksiyonlar: (enzimatik olmayan reaksiyonlar); tepkime sonucunda radikal
olmayan {irlinlerin olugmasidir. Siiperoksitin enzimatik reaksiyonlarma gore diisiik
pH’lar da daha hizlidir. Siiperoksitlerin enzimatik olarak katalitik etkisi oldukca fazla
olan SOD enzimi hidrojen peroksit olusumunu katalizler. Serbest bir radikal olmamasina
ragmen ROS’lar arasinda oldukga biiyiikk 6neme sahiptir. Hidrojen peroksit oksitleyici
ozelligini bakir, demir gibi metal iyonlar1 kullanarak OH" radikalinin Onciisii gibi
davramir. Hidrojen peroksit proteinlerdeki HEM grubunda yer alan Fe*? iyonu ile
reaksiyona girip yiiksek oksidasyona sahip reaktif demir iyonlar1 olusturur. Bu iyonlar
oldukga giiclii oksitleyici nitelikte olup hiicre zarinda bazi radikal tepkimelerin
baslamasini saglayabilirler (6rnegin lipid peroksidasyonlar gibi) (Biiyiik vd 2012; Khan
and Khan 2017).

Hidroksil radikali (OH"): Aile tiyeleri arasinda en reaktif ve en 6liimciil ROS'dur. Ancak
yarilama émrii cok kisadir. Haber-Weiss ( Cu*, Cu*?, Fe*?, Fe*?) veya Fenton (Fe*? ve
diger gegis metalleri (Co, Mo, Cu, Mn, Zn, Ni, Cr) ile reaksiyon sonucunda hidrojen
peroksitler olugsmaktadir. Bulundugu yerde yag asitlerine veya tiyoller gibi bir takim
molekiilden birer proton kopararak ¢esitli radikaller olusumunu saglar. Boylelikle hiicre
hasarlarma sebep olur (Biiyiik vd 2012). Ozellikle DNA, protein ve lipidler gibi
biyomolekiillerle reaksiyon verme ve zarar verme potansiyeline sahiptir. Bu son derece
toksik ROS'un atilmasi i¢in herhangi bir enzimatik sistemin bulunmadigindan, artan

birikimi hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Khan and Khan 2017).

Diisiik seviyelerdeki ROS’lar hiicre igerisinde savunma mekanizmasi olan antioksidan
sistemini harekete geciren sinyal molekiiller olarak gorev alabilmektedirler (Siddiqui et
al. 2010). Bitki hiicreleri, ROS miktarin1 kontrol altina almak ve toksisitesinden

korunmak i¢in bazi antiokasidan bilesikler iiretirler. Bu antioksidan molekiiller enzimatik



ve enzimatik olmayan (askorbat ve glutatyon gibi) olarak iki grupta incelenmektedir.
Enzimatik antioksidan molekiiller ROS’lar1 siral1 bir sekilde toksisitesini azaltarak bitkiyi
stresten korumaktadir (Vaahtera et al. 2014; Considine et al. 2015; Mignolet-Spruyt et

al. 2016). Bu enzimlerin en 6nemliler asagida sunulmustur.

Stiperoksit dismutaz (SOD; EC.1.15.1.1), metaloenzim (metaloprotein) ailesine aittir ve
evrensel olarak tiim aerobik organizmalarda bulunur. Stres kosullar1 altinda SOD, ROS
kaynakli1 hasarlara karsi birincil savunma hattini olusturan hayati bir rol oynar. SOD, O2~
'nin Oz ve H202'ye ayristirilmasi yoluyla ortadan kaldirilmasini katalize eder, boylece
metal katalizli Haber-Weiss reaksiyonu ile OH~ olusumu tehlikesini azaltilir. SOD, aktif
oksijen {iireten ve ROS kaynakli oksidatif strese karsi hassas olan subselular
kompartmanlarin ¢ogunda bulunur. icerdikleri metal kofaktdrlerin varhigina dayanarak,
SOD'lar ii¢ izozime ayrilir. Bunlar Mn-SOD (mitokondri ve peroksizomlarda lokalize),
Fe-SOD (daha ¢ok kloroplastlarda) ve Cu/Zn-SOD (sitozolde, peroksizomlarda ve
kloroplastlarda lokalize) olarak ayrilir. SOD'un ii¢ izoformunun tiimiinii kodlayan genler,
bitki hiicresinin ¢ekirdeginde bulunur ve c¢ekirdekte olusturulduktan sonra tiim bu
izoformlar, bir amino-terminal hedefleme sekansi ile ilgili alt hiicre boliimlerine taginir
(Sairam Srivastava 2000; Khan and Khan 2017). Cesitli stres tiirleri kosullarinda
SOD'larin artmasi, bitkinin yasamasi i¢in oksidatif stresin yatistirilmasinda énemli rol
oynar. SOD aktivitesindeki bir artis H202 {liretiminin artmast anlamina da gelebilir. SOD
aktivitesinin, tuz, kuraklik, pestisit ve metal stresi gibi ¢esitli ¢evresel streslere maruz
kalan bitkilerde arttig1 bildirilmistir. SOD'un artan aktivitesi genellikle bitkinin gesitli
cevresel streslere karsi artan toleransma baglanir. Ornegin SOD'lar1 asir1 ifade eden
transgenik bitkilerin, ¢esitli abiyotik streslere karsi toleransl oldugu gosterilmistir (Khan
and Khan 2017).

Askorbat peroksidaz (APX; EC.1.1.11.1), askorbat-glutatyon (ASA-GSH) dongiisiiniin
onemli bir bilesenidir ve sitozol ile kloroplastta iiretilen H,O> suya doniisiimiinii saglayan
enzimdir (Noctor and Foyer 1998). Bu reaksiyon sonucunda askorbat iki molekiil
monodehidroaskorbata (MDHA) doniisiir. MDHA da monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR) tarafindan tekrar askorbata donistirilir (Kumar et al. 2011). Bitki



hiicrelerinde APX tilakoid zarda, mitokondride, sitoplazmada, stomamda ve apoplastta
bulunmaktadir (Yamaguchi 1995; Noctor and Foyer 1998). Askorbatin olmadigi
durumlarda APX oldukga kararsizdir (Miyake and Asada 1996). Askorbat peroksidazlar
yaygin sekilde ¢alisilan guaiakol peroksidazlara benzemesine ragmen H™ vericisi olarak
askorbata olan yiiksek afinitelerinden dolayr aralarinda farklilik vardir (Nakano and
Asada 1987;). APX, H20> i¢in CAT ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir afiniteye
sahiptir; bu nedenle, stresli kosullarda H2O2'yi elimine etmede daha etkilidir. APX'in
kuraklik, tuzluluk, diistik sicaklik, metal toksisitesi, yiiksek pestisit oranlar1 ve UV 151n1imi1
gibi cesitli abiyotik streslere cevap olarak artan aktivitesi birgok calisan tarafindan

bildirilmistir (Noctor and Foyer 1998; Khan and Khan 2017)

Katalaz (CAT; EC.1.11.1.6), antioksidan enzimler arasinda kesif ve karakterize edilme
bakiminda ilk enzimdir. Bitkilerde, omurgasiz ve omurgali hayvanlarda, mantar ve
aerobik mikroorganizmalarda bulunan hidrojen peroksidi H.O ve Oz’ye doniistiiren
onemli bir enzimdir (Bergmeyer and Grabl 1983). CAT, aktif bolgesinde Fe™ atomuyla
birlikte hem grubu ihtiva eden, yiliksek molekiil agirligina sahiptir (Patykowski and
Urbanek 2003). H202 i¢in yiiksek bir afiniteye sahiptir, ancak organik peroksitlere (R-O-
O-R) daha az 6zgiilliigii vardir. Cok yiiksek bir turnover oranina sahiptir ve hiicresel bir
indirgeme esdegeri (kofaktor) olmadan calisabildigi i¢in antioksidan enzimler arasinda
istisnai bir yeri vardir. Peroksizomlar, yag asitlerinin B-oksidasyonu, fotorespirasyon ve
plirin bazlarinin katabolizmasi nedeniyle H2O2 olusumunun ana bdlgeleridir. Bununla
birlikte, CAT'in ayn1 zamanda sitosol, kloroplast ve mitokondri gibi diger hiicre alt1
organellerinde de mevcut oldugu bildirilmektedir, ancak bu boliimlerdeki CAT aktivitesi
bugiine kadar bildirilmemistir. Angiospermler, gesitli CAT enzim izoformlarina sahiptir.
Ornegin, Zea mays'ta bu enzimin ii¢ izoformunu kodlayan {ic gen bulunur.
Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan CAT-I polenlerde ve tohumlarda da ifade edilir;
CAT-II ayrica sitozol ve peroksizomlarda lokalizedir ve ¢ogunlukla yapraklar gibi
fotosentetik dokularda, ayn1 zamanda kok ve tohum gibi dokularda eksprese edilir ve
mitokondride lokalize olan CAT-III, tohumlarda ve fidelerde yiiksek oranda eksprese
edilir (Scandalios 1993; Chaudiere and Ferrari 1999; Khan and Khan 2017).



Guaiakol peroksidaz (GPX; EC.1.11.1.7), stres kosullarinin yani sira normalde fazla
miktarda H202'yi temizleyen HEM igeren bir enzimdir (Foyer and Noctor 2005). Lignin
sentezinde yardimci olur ve ayrica indoleasetik asidi (IAA) pargalayarak ve bu proseste
H20: tiiketerek bitkileri biyotik strese karsi korur. GPX, indirgen ajan olarak guaiakol ve
pyrogallol gibi aromatik bilesikler kullanir. GPX, sitosol ve vakuollerde ve ayrica hiicre
duvarlarinda aktif rol oynadigindan, H>O2'nin giderilmesinde 6nemli bir enzim olarak

kabul edilir (Khan and Khan 2017).

Glutatyon rediiktaz (GR; EC.1.6.4.2), GSSG'y1 GSH'ye diisiirmek i¢in elektron verici
olarak NADPH'yi kullanan bir flavoprotein oksidorediiktazdir. Hiicresel ortamda miktari
azalan glutatyon (GSH) daha sonra ASA'yt MDHA ve DHA'dan yenilemek i¢in kullanilir
ve onun oksitlenmis formuna (GSSG) geri doniisiir. Genellikle, GR, yaprak dokularindaki
kloroplastlarda bulunur. Bununla birlikte, az miktarda sitozol, mitokondri, glisoksisomlar
ve peroksizomlarda da bulunur. APX gibi, GR, askorbat-glutatyon dongiisiinde,
glutatyonun verimli bir sekilde geri doniisiimiiniin GR tarafindan temin edildigi ve
yiiksek indirgenmis (GSH)/oksitlenmis (GSSH) bir glutatyonu koruyarak oksidatif stres
sirasinda kloroplastlarin korunmasinda kilit bir rol oynadigi ana enzimlerden biridir

(Hossain et al. 2011).

Bitki strese maruz kaldiginda, ROS gibi RCS’ler de hiicrelerde birikir. RCS, cesitli
organizma gruplarinda, bakterilerden insana hemen biitiin canli gruplarinda siirekli olarak
iretilen ve esas olarak zarar verici etkileri ile bilinen bir veya daha fazla karbonil grubuna
sahip ¢ok sayida biyolojik bilesiklerdir. igsel RCS konsantrasyonu belirli bir aralikta
tutulmalidir ve homeostazi teorisine goére hiicrede diger parametrelere benzer sekilde
dalgalanma gosterebilir. Bununla birlikte, RCS seviyesi, RCS iiretiminde ve/veya
eliminasyonunda meydana gelen degisikliklerden dolay1r seviyesi artabilir. Kararh
durumdaki reaktif karbonillerin seviyesindeki bir artig, karbonil stres denilen olgunun ve
konsantrasyonlardaki varligt gen ekspresyon diizenlenmesinde ve hiicresel sinyal
iletiminin 6nemli bir par¢asi olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle, diger reaktif tiirler
gibi, RCS de in vivo olarak etkileri doza ve zamana bagli gibi goriinen ikili bir rol oynar.

Reaktif karboniller, biyolojik yasam boyunca yaygin olarak bulunan bilesiklerdir ve



endojen veya eksojen olarak tiiretilebilirler. Biyolojik 6rneklerde 20'den fazla RCS
tanimlanmistir. Sekil 1.1, canli organizmalarda tespit edilen en yaygin doymus ve
doymamis RCS'yi gostermektedir (Semchyshyn 2014). Bazi reaktif karboniller (6rnegin,
akrolein, krotonaldehit, glisokal, aseton ve formaldehit), hiicreye kolayca ortamdan
girebilen her yerde bulunan endiistriyel kirleticilerdir. Diger eksojen RCS kaynaklar

organik farmasotik kimya, sigara dumani, gida katki maddeleri ve kizarmis gida

trlinleridir.
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Sekil 1.1. Canli organizmalarda en yaygin RCS'ler (Semchyshyn 2014)

Lipid peroksidasyonunun (LPO) o6nemli bir 06zelligi, membranlarin kolesterol
esterlerinde, fosfolipidlerde ve trigliseridlerde ¢oklu doymamis yag asidi kalintilarmin
serbest radikal zincir pargalanmasina ve bunun da malondialdehit (MDA), metilglioksal
(MG) ve 4-hidroksi-2-nonenal gibi genis bir RCS ¢esidinin iretilmesine neden olmasidir.
Treonin ve glisin gibi amino asitler ise oksidatif modifikasyon sirasinda RCS'e (6rnegin,
MG) veya bunlarin 6nciillerine (6rnegin aminoaseton ve siiksinil asetat) doniistiirtilebilir

(Semchyshyn 2014). Genel olarak, RCS'nin biyolojik etkileri ROS'unkine biraz benzer,



bu nedenle her iki reaktif grubun fizikokimyasal Ozelliklerinin de benzer olmasi
beklenebilir. Ancak, RCS, ROS'un aksine nispeten uzun bir yar1 Omiir ve daha yiiksek
stabiliteye sahiptir. Ornegin, reaktif karbonillerin dakikalardan saatlere kadar ortalama
bir yar1 émrii varken, bazt ROS'larin yar1 émrii 107 ile 108 saniye arasinda degismektedir.
H202 ve HO2 gibi yiiklenmemis ROS'larin biyolojik zarlar1 gegip hiicre igi ortamda
nispeten uzun mesafeler boyunca yayilabildigi iyi bilinmektedir. Yiiklenmemis RCS'nin
yiiksek kararlilig1 ise onlarin hiicreden kagmalarina ve iiretildikleri alanlardan daha uzak

hedeflerle etkilesime girmelerine neden olur (Semchyshyn 2014).

MG, bitki hiicrelerinde RCS’ler arasinda en onemlilerinden birisidir. RCS’lerin bitkilerde
biyosentezi, biyokimyasal, molekiiler ve fizyolojik etkileri lizerinde ¢ok sayida aragtirma
yapilmis olmasma ragmen, MG toksisitesine karsi fizyolojik ve molekiiler cevaplar
hakkindaki bilgimiz oldukga sinirlidir (Kumar and Yadav 2009; Hossain et al. 2011). MG,
hem prokaryot hem Okaryot organizmalarda bulunan ti¢ karbonlu bir metabolit olup (Sekil
1.1), hiicrelerde cesitli metabolik reaksiyonlar (glikoliz, lipid peroksidasyonu, protein yikimi
ve fotosentez vb. gibi) sonucu yan iiriin olarak tiretilen giiclii bir sitotoksindir (Muskan Jain
et al. 2018). MG, keton ve aldehit grubu igeren oldukga reaktif bir a-f dikarbonil bilesiktir.
Yapisinda aldehit grubu keton grubundan daha aktiftir. Kimyasal olarak MG sari1 renkli olup
keskin bir kokuya sahiptir. MG, hayvanlarda karbohidratlarin metabolik ara tiriinlerinden,
protein ve lipid metabolizmasindan endojen olusumunu gosteren ¢aligsmalar bulunmaktadir
(Kumar and Yadav 2009; Hossain et al. 2011). Fakat bitki sistemlerinde MG'nin endojen
tiretimi ile ilgili cok az ¢alisma yapilmistir. MG bitkilerde enzimatik ve enzimatik olmayan
yollarla iiretilmektedir. MG bitkilerde, glikolizden ve fotosentez ara bilesiklerinden,
gliseraldehit-3-fosfat (GA3P) ve dihidroksiaseton fosfattan (DHAP) fizyolojik kosullar
altinda enzimatik olmayan mekanizmalarla kendiliginden olusabilir (Espartero et al. 1995;
Yadav et al. 2005). Bu iiretimin en biiyiik kismi glikoliz yoluyla gergeklesir. Bu asama
sonucunda olusan GAP ve DHAP triofasfat izomeraz (TPI) enzimi ile hidroliz ederek
yapisindaki fosfatlar1 uzaklastirarak MG iiretimini saglar (Yadav et al. 2005). Bu nedenle,
kendiliginden MG iiretimi, stres sirasindaki glikoliz yolunun kag¢imilmaz bir sonucudur
(Pompliano et al. 1990). Ayrica protein ve lipid metabolizmasi sonucunda da MG olusabilir
(Hossain et al. 2011). Sekil 1.2°de MG iiretimi sematize edilmistir.
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Sekil 1.2. Canlilarda MG sentezi yollar1 (Mostofa et al. 2018’den degistirilerek)

Canlilarda MG hem bir sitotoksik hem de bir mutajenik ajan olarak gorev yapar. Yiiksek
hiicresel konsantrasyonda, hiicre ¢ogalmasini inhibe eder (Ray et al. 1994) ve bu
inhibisyon protein yapilarinin bozulmasi ve protein sentezini engelleyerek gergeklestirir.
Bunun yani sira antioksidan savunma sistemini olumsuz etkiler (Wu and Juurlink 2002;
Hoque et al. 2010). Aymi zamanda DNA zincir kopmalarini indiikler ve nokta
mutasyonlarini artirarak kardes kromatitlerin duplikasyonuna sebep olur (Chaplen 1998).
Cesitli abiyotik veya biyotik streslere maruz kalan bitkilerde asir1 iiretilen MG’nin

detoksifikasyonu, bitki stres toleransinin en 6nemli uygulama stratejilerinden biridir.

Glioksalaz sistemi, hiicrelerin ve hiicresel organellerin, 06zellikle mitokondrinin
sitozolunda bulunan canli sistemlerde =~ MG'nin  hiicresel katabolizmasinin
(detoksifikasyonunun) temel yoludur. Glioksalaz yolunun islevi, 6zellikle kanser, diyabet
ve hipertansiyon gibi klinik bozukluklarla olan olas1 iligkisi nedeniyle hayvanlarda yogun
olarak calisilmistir (Chang and Wu 2006; Desai et al. 2010). Glioksalaz sistemi temel
olarak iki enzimden olusur: glikozsalaz I (Gly I; laktoilgliitatyon liyaz; E.C.4.4.1.5) ve
glioksalaz IT (Gly II; hidroksiglutatyon hidrolaz; E.C.3.1.2.6). Bu enzimler, iki asamali
bir reaksiyonda kofaktér olarak glutatyon (GSH) kullanarak MG ve diger 2-



oksoaldehidleri 2-hidroksi asitlere doniistiirmek i¢in koordineli olarak hareket eder
(Thornalley 1990).

GSH ve MG arasindaki kendiliginden olusan reaksiyon hemitioasetali olusturur, bu daha
sonra Gly I tarafindan SD-laktoilglutayona (SLG) déniistiiriiliir. Ikinci reaksiyon,
SLG'nin Gly II ve GSH tarafindan katalize edilen D-laktata hidrolizidir. Bu nedenle MG
detoksifikasyonu, hiicresel GSH'in mevcudiyetine kuvvetle baghdir. GSH eksikligi,
hemitioasetal iiretimini smirlayarak MG birikimine neden olur. Glioksalaz sistemi

tarafindan katalizlenen reaksiyonlar geri dondiiriilemez (Sekil 1.3).
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D-Laktat

/CH:s Glioksalaz-Il
Glioksalaz-| HOu,.c\ 0

SG
S-D-Laktoilglutatyon

Sekil 1.3. Glioksalaz yolu reaksiyonlari ile MG detoksifikasyonu (Miranda et al. 2008)

Bitkilerde yapilan son aragtirmalar, stres toleransina glioksalaz sisteminin déhil edilmesinde
ve oksidatif savunma sistemlerine katiliminda yeni gelismeler getirmistir. Glioksalaz
sisteminin biyolojik fonksiyonuna dair bagka gorisler, ilgili genlerin molekiiler
klonlanmasindan elde edilmistir. Bitkiler dahil canli sistemlerde MG'nin detoksifiye
edilebilecegi baska enzimatik sistemler de vardir. MG, oksitlenebilen veya indirgenebilen iki
fonksiyonel grup igerdiginden, okside indirgemelerinde yer alan enzimler, MG'nin asetol

veya laktaldehite doniisiimiinii katalize edebilir (Kalapos 1999; Saxena et al. 2005, Yadav et
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al. 2008). Rediiktaz enzimi ailesi arasinda, aldoz/aldehid rediiktaz (ALR) veya aldo-keto
rediiktaz (AKR), NADPH kullanarak MG'yi asetol ve laktaldehite doniistiirdiigii i¢in biiyiik
ilgi cekmektedir. Abiyotik streslerin ALR genini aktiflestirerek bitki toleransinin artirabildigi
ileri stirtilmiistiir (Oberschall et al. 2000; Hegedus 2004). Yiiksek bitkiler dahil olmak tizere
tiim biyolojik sistemlerde endojen MG {iretimi rapor edilmistir. Memelilerde, mayalarda ve
bakteri sistemlerinde stres ve hastaliklarda MG seviyesinin artigi, 1990°da belirlenmistir
(Kalapos et al. 1992; Wu and Juurlink 2002). Aynm1 zamanda stres kosullarinda bitki
sistemlerinde MG diizeyinde hizli bir artig tespit edilmistir (Yadav et al. 2005; Singla-Pareek
et al. 2006; Hossain et al. 2009; Banu vd 2010 ).

MG’nin artan hiicresel seviyesi, bitkiler dahil olmak iizere ¢esitli hiicrelerde oksitatif
strese sebep olduguna ait deliler bulunmaktadir. Peroksinat, NO, mitokondriyal Oz~
olusumunu artiran MG, hiicrede mitokondriyal strese neden olur. MG; MnSOD ve
ETS’de Kompleks III aktivitelerini 6nemli 6l¢iide disiiriir. Mitokondride MnSOD,
sitokrom-c¢ ubikinon ve kompleks III’'tin MG tarafindan inhibe edilmesi, elektron
kagaklarina yol agar ve Oz meydana gelmesiyle oksitatif strese sebep olur. Bu da ETS’yi
bozabilir (Wang et al. 2009; Desai et al. 2010). MG’nin lizin, arginin ve sistein gibi amino
asitleri ¢ok sayida iceren enzimlerin yapilarinda degisimler yaparak inhibe ettigi de
belirlenmistir (Thornalley 1996 ). MG ayrica ileri glikasyon son iirinlerinin (AGE'ler),
geri donilisii olmayan kimyasal modifikasyonlarin ve proteinlerdeki ¢apraz baglarin
olusmasi yoluyla dolayli olarak oksidatif strese neden olabilir (Desai et al. 2010). Bazi
CAT, Gly I ve Il ve GSH enzim aktiviteleri bir sekilde azalttig1 buna zit olarak da lipid
peroksidasyonunun arttirdigi gozlenmistir (Choudhary et al. 1997; Wu and Juurlink
2002). MG'in (100 ile 500 uM), GR ve GPX gibi antioksidan enzimleri etkisiz hale
getirerek ve okside olmus glutatyon (GSSQG) iceriginde yiiksek bir artisla oksitatif strese
yol actigin1 da bulmustur. GR ve GPX'in MG kaynakli bozuklugu da oksidatif strese
neden olacaktir, ¢iinkiit GR, GSSG'yi GSH'ye indirgeyerek onemli bir rol oynar, oysa
GPX, ¢ok reaktif serbest radikallere doniistiiriilebilen GSH'yi kullanarak peroksitleri
temizler. GR ve GPX aktivitesinde MG'nin indiikledigi bozulma, inaktive olmus
glikasyondur; ¢iinkii bu proteinlerin, glikasyon aktivasyonuna karsi duyarli oldugu

bilinmektedir. Ancak, ¢ok smirli ¢alisma tiitiin (Nicotiana tabacum L.) hiicrelerinde
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eksojen MG uygulamasiin (0.5 ila 10 mM) GST aktivitesini inhibe ettigini, oysa GSH'in
ekzojen uygulamasimin bu fenomeni tersine c¢evirebildigini gostermistir. Genel olarak
degerlendirildiginde, MG’nin diisiik konsantrasyonlarinda hiicreler arasinda MG
detoksifikasyon sistemlerini harekete gegirilmesinde sinyal bir bilesik olarak gorev
yaparken, yiiksek seviyelerde ise hiicrede toksik etkilere neden olmaktadir. Yiiksek
seviyelerde endojen veya eksojen olarak hem sitotoksik hem de genotoksik etkiye
sahiptir. Yani hiicrelerin biliylime ve gelisme donemlerinde MG miktarmin artmasi

genetik ve hiicresel hasara sebep olmaktadir.

Bugiine kadar yapilan calismalarda bitki hiicrelerinde 6zellikle stres kosullarinda MG
seviyesinin nasil diizenlendigi arastirilmistir. Bu ¢alismalara ilave olarak, eksojen veya
endojen MG toksisitesinin yatistirilmasinda birgok diizenleyici kullanilmistir. Ornegin,
nitrik oksit, selenyum, glutatyon gibi diizenleyiciler bunlar arasinda en yaygin olanlardir.
Ancak yapilan literatiir incelemelerine gore kitin tiirevlerinden olan kitosanin bitkilerde
bir¢ok iyilestirici etkisi belirlenmesine ragmen, MG toksitesinin yatistirilmasinda rolii

izerine herhangi bir ¢alisma belirlenememistir.

Kitin, yapitasi olarak N-asetil D-glukozamin temel birimlerini i¢eren selillozdan sonra
dogada olduk¢a yaygin olan, bocekler ve kabuklular dahil olmak iizere bir¢cok canli
grubunda bulunan sert, beyaz yapiya sahip bir polisakkarittir (Fernandez-Kim 2004).
Mantarlar iizerinde ¢alisma yiiriitiirken kitini siilfiirik asitle ¢dzmeye calisan Henri
Bracannot ilk kez 1811°de kitin ifadesini kullanmistir. Fakat istedigi basariyr elde
edememis, 1894’de Hoppe-Seyler, kitini potasyum hidroksit igerisinde 180°C’de
deasetilasyonu ile asetil igerigi diisiirerek kitosan iirlinii olusturmustur. Sonra 1934
yilinda Clark ve Smith tarafindan ¢ok amacli kitosan lifi iiretilmistir. En kapsamli sekilde
kitin ve kitosan i¢in ilk yaym 1977 yilinda Muzarelli tarafindan olusturulmustur (Guang
2002; Akbulut 2014). Kitin, boceklerin dis iskeletlerinde ve deniz iiriinlerinden istakoz,
yengeg, karides gibi kabuklularin temel bilesenlerinde olup mantarlarin ve bazi
planktonlarin hiicre duvarmin yapisina katilir. En 6nemli tiirevlerinden biri kitosandir.
Kitosan bu kabuklarin ekstrakte edilmesi ile olusturulabilir. Kabuklulardan iiretilen

kitosan ekonomik agidan ve gevre dostu olmasi bakimindan yararli ve dnemlidir (Akbulut
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2014). Diinyaya bakildig1 zaman kitin {iretiminde bas siralarda %56 ile karides, %32’si
diger kabuklulardan %23’ istiridyelerden elde edilmektedir (Guang 2002; Olcay 2015).

Kitosan, B-(1-4) bagh 2-amino-2-deoksi-p-D-glikopiranoz, asetamid gruplarinin primer
amino gruplarina doniistiiriilmesiyle elde edilen N-deasitlenmis bir poliaminosakkarittir
(Farnandez-Kim 2004). Kitinden kitosan iiretiminin bir yolu alkali ortamdan kitinin
deasetilasyonu sonucu olusturulmasidir (Guang 2002; Olcay 2015). Kitin ve kitosan
polisakkaridleri, kimyasal olarak seliiloza benzemekle birlikte kendi aralarinda birtakim
farkliliklar gostermektedir. Seliilozda, ikinci karbon atomuna bagli hidroksil (-OH) grubu
bulunurken, kitinde asetamid (-NHCOCH3), kitosanda ise amin (-NH2) grubu
bulunmaktadir (Struszczyk et al. 2001) (Sekil 1.4).

CHy CH;
p :
CHLOH NH CH, H KiH
o HO Qo HO o
HO 0/ gr: 8 HO o -07\
H H,OH NH CH,0H
{:o
H .y
3 Kitin
Alkali deasetilasyon
Enzimatik deasetilasyon
CH,
¢o
. GHOH NH, CH,0 KH
~0 HO’g_\7——\-7\ N HO
th/o g M’O\ [7\0
NH, H;OH H, CH,OH

Kitosan

Sekil 1.4. Kitinin deasetilasyonu ve kitosanin olusumu (Junior 2016).

Kitin ve kitosan yapilar1 arasindaki en onemli fark kitinde asetamid (-NHCOCHS3)
kitosanda ise amin (-NHz) grubunun bulunmasidir. Bundan dolay1 kitinde bulunan
aminoasetil yapisindan asetil yapisinin uzaklastirilmasi1 gerekmektedir. Bu uzaklastirma
islemini yapilirken kitinin belli derecede deasetillenmesi (%60 ve lizeri ) gerekmektedir
ve bunun sonucu kitosan olusmaktadir (Jonathan et al. 1999; Vilchez et al. 2005).
Kitosanin kitine gore avantaj duruma getiren bir¢ok kimyasal tepkimede yer alan serbest

amino gruba sahip olmasidir. Kitosan yapis1 kabuklu canli grubuna ve tiretim sekline gore
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degisim gosterebilir. Dogal ve sentetik polimerlere gore kitosan uygulamasinda molekiil
agirligt onemli bir parametredir. Kitosanin molekiil agirhigi, sicaklik, NAOH
konsantrasyonlari, zaman gibi deasetilasyon sartlarinin yani sira hangi kaynaktan elde
edildigine gore de degisim gostermektedir. Cozlinmiis oksijenin bulundugu ortamda
kitosan parcalanmakta ve molekiiler agirligi azalmaktadir. Eger cok yiiksek sicaklik
altinda ise kitosan bu durumdan olumsuz etkilenir. Ornegin; sicakligi 280°C ve iizerinde
oldugu durumlarda kitosan sicaklik etkisiyle parcalanir yapidaki polimer zincirler kirilir
ve molekiil agirlik azalir (Agboh and Qin 1997; Lecate et al. 2013). Demineralizasyon
stiresinin artmastyla viskozitesi azalmaktadir. Tahminen 4°C’de depolanan kitosan

cozeltisi en iyi viskoziteye sahip oldugu gézlenmistir (Akbulut 2014).

Kitosan ve kitini ¢6zme isleminde farkliliklar vardir ve bu farkliliklarda yine kitosanin
kitine gore ¢ok avantajlidir. Ciinkii kitini ¢6zme isleminde toksik (lityum kloriir ve
dimetilasetamid gibi) ¢oziiciiler kullanilirken, kitosan1 ¢6zme isleminde inorganik asitler
¢oziicii olarak kullanir. Ozellikle laktik asit, formik asit ve asetik asit gibi sik kullanilan
coziiciilerden en iyi asetik asitte ¢oziinlir. En 6nemli avantaji da bu inorganik asitlerin
toksik 6zelliginin olmamasidir (Demir ve Seventekin 2009; Akbulut 2014). Kitosanin ¢ok
cesitli yararlar1 olmasina ragmen, hala baz1 dezavantajlari olan bir polimerdir, en 6nemli
zorunluluk noétr pH'da ¢oziintirliigiiniin -~ diisiik, viskozitesinin artmasidir. Bu
dezavantajlarin bir sonucu olarak, kitosanin depolimerizasyonu ile elde edilen kitosan
oligosakaritler (COS) olarak bilinen kitosan bazli iirlinler gelistirilmis ve bunlarin pH
7.0'da kullanimi saglanabilir. COS, kitosanin kimyasal, enzimatik veya radyasyonla
bozunmasi ile elde edilen kii¢lik molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Yap1 ve fizikokimyasal
ozellik, kitosanin ve oligosakaritlerinin biyoaktivitesini biiylik 6l¢iide belirler. Kitosanin
hem fizikokimyasal 6zellikleri hem de biyolojik islevleri, polimerizasyon derecelerine ve
asetilasyon derecelerine gii¢lii bir sekilde bagimli olduklar1 ortaya konmustur. Kitosan
giinlimiizde tiptan gidaya, ziraattan kozmetige, eczaciliktan atik su aritimina ve tekstil
sektorline kadar sayisiz alanda kullanilabilmektedir (Montazer and Afjeh 2007; Ahmed
et al. 2020)). Kitosan gesitli tilkelerde biiyiik 6l¢iide kullanilmasina karsin tilkemizde bu

oran daha diigiiktlir. Kullanim alanlar1 Cizelge 1.1°de sunulmustur.
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Cizelge 1.1. Kitin ve kitosanin kullanim alanlar1 (Elibol 2008)

Antimikrobiyal madde olarak

Bakteri ve kiif gelisimini engeller.
Tarimsal hammaddelerde kiif kontaminasyonu
onlemektedir.

Gida endustrisinde

Gida ve ¢evre arasinda nem transferinin kontrolii
Antimikrobiyal bilesiklerin agiga ¢ikma kontrolii
Antioksidatif katki maddesi olarak

Besleyici maddelerin, tatlandiricilarin ve ilaglarin
ortaya cikisinin kontrolii

Oksijenin kismen basincini azaltma

Solunum oranini kontrol etme

Meyvelerde enzimatik kararmay1 kontrol etme
Sarap gibi {irlinlerin aritiminda

Gida kaplama malzemesi

Katk: maddesi olarak

Iceceklerin ve meyvelerin asitlendirilmesi

Meyve sularinin durultulmasinda ve asiditesinin
kontroliinde, gida proseslerininde atik durumuna gelen
suyun igerisindeki materyalin geri kazanilmasinda
kullanilmaktadir

Dogal tatlandiricilar artirma

Kas yapisi kontrol maddesi

Kalinlastiric1 ve stabilize edici madde

Renk sabitlestirici

Besinsel kalite

Yiiksek kolesterolii azaltici etkisi

Diyet yardimcisi olarak kullanilmaktadir. Kolesterolii
diigiiriicii etkisinin olmasi ve viicuttaki depo yagla
birleserek sindirim yoluyla atilmasini saglamaktadir
Kabuklu ve balik beslenmesinde katki maddesi

Yag absorbsiyonunu azaltma

Gastriti 6nleyici madde

Bebek besin igeriginde

Suyun saflastirilmast

Metal iyonlarinin, pestisitlerin, fenollerin tutulmasinda
Renklendiricilerin uzaklastiriimasinda

Alkol ve suyun ayrigtirilmasi gibi islemlerde
kullanilabilecek sahte baglar meydana gelmektedir.

Diger uygulamalar

Enzim aktivasyonu

Hayvan yemi olarak kullanilabilir. Hayvan yem
titketimini azaltirken, karkas agirhigini artirir.

Kagit bazli kartonlar gibi baz1 paket materyallerinin
fonksiyonel 6zelliklerinin artirilmasi 6zelligine
sahiptir.

Insan saglig1 agisindan ise, dogal olmasi, toksik
olmamasi, timdr olusumunu engelleyebilmesi, serum
kolesterol seviyesini diislirebilmesi gibi yararli
etkilerinin olmasi olduk¢a 6nemlidir.

Yara iyilesmesinde diisiik asetilasyon derecesine sahip
kitosan filmlerinin yarada, keratinosoit ¢ogalmasini
destekledigi boylece epidermis rejanasyonuna katki
sagladig bildirilmistir.

Kabuklu deniz iiriinlerinin yapisinda bulunan kitosan,
atik su aritimi i¢in en etkili malzemelerden biridir.
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Kitosan, toksik olmayan ve biyolojik olarak parcalanabilen bir bitki biiylime
destekleyicisi olarak giiniimiizde 6zellikle cevreye dost organik tarimin gelismesinde,
onemli bir kaynak olarak degerlendirilmektedir. Kitosan bitkiye hem in vivo hem de in
vitro kosullarda uygulanabilir, ayrica bitki yapraklar1 gibi toprak iistii organlarina da
uygulanabilir. Kitosanin yapraktan uygulanmasi bitki boyu, yaprak sayisi, meyve agirligi
ve verimini artirir. Bitki bliylimesini uyardigt ve hastaliklarla miicadelenin
artirilmasindaki rolii artik bilinmektedir. Kitosan ve oligosakaritleri uygulanmasi, bitki
bliylimesini, tohum c¢imlenmesini, klorofil igerigini, kloroplast ultrastriiktiiriinii, azot
fiksasyonu ve besin emilimini artirabilir. Hem dogal hem de degrade formda kitosan
(oligosakaritler) bitkilerde bir biiylime promotdrii gibi davranabilir ve primer ve sekonder
metabolizma ile iliskili mekanizmalara cevapta rol alabilir. Kitosan ve ondan tiirevlenen
oligosakaritler, bitkide karbon ve azot metabolizmasi bazi enzimlerinin aktivitelerini ve
fotosentezin 151k ve karbon reaksiyonlarni aktive ederek fotosentez verimini arttirir.
Fotosentezde 151k tepkimelerini diizenleyerek fotosentetik makinelerin regililasyonunda
rol alir. Ayrica stoma smirlamalarinin iistesinden gelir ve karbon fiksasyon
reaksiyonlarda karbon fiksasyon verimini arttirir ve dolayisiyla karbohidrat sentezini
arttirir. Kitosan ve oligosakaritleri, sekonder metabolitlerin enzimlerini ve onlarin

icerigini de uyarir (Ahmed et al. 2020).

Yeryiiziinde en yaygin olarak yetistirilen Poaceae (Gramineae) familyasindan énemli bir
tahil {iriinii olan misir (Zea mays L.), insanligin kiiltlire aldig1 en eski tarla bitkilerinden
biridir (Kaya 2008). Tahil bitkilerden bugday ve arpadan sonra en ¢ok ekim alanina sahip
musir Tiirkiye tarimda olduk¢a 6nemli olup Karadeniz ve Marmara Bolgesi’nde daha ¢ok
yetistirilmektedir (Stizer 2004). Besin degeri yliksek ve verimliligi oldukca fazla olan
misir bitkisi hem hayvan hem de insan beslenmesinde onemli olan bir iiriindiir.
Giliniimiizde giderek 6nem kazanan bir¢ok kullanim alanina sahip misir, ekonomik ag¢idan
onemli olan ve tanesinden elde edilen glikoz, nisasta, misir 6zii yaginin ham maddesi

olarak kullanilmaktadir (Siizer 2004).

Glinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda MG toksitesi konusunda hayvansal

organizmalarda daha yogun calismalar yapilmis ve detoksifikasyon mekanizmasi daha
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genis acidan degerlendirilmistir. Fakat literatiirii inceledigimizde, MG toksitesinin bitki
glioksalaz sistem yolunda Gly I ve Gly II enzimlerinin bitki metabolizmasindaki rolii
tizerinde smirli caligmalar bulunmaktadir. Bitkilerde yapilan c¢alismalarda stres
kosullarinda daha ¢ok ROS’lar iizerine yogunlasarak hiicrelerde neden olduklar1 oksidatif
stres cevaplar1 degerlendirilmistir. Kitosanin ise ROS gibi oksidatif strese neden olan MG
toksisitesi lizerinde etkisini acgiklayan hemen higbir bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle
calismamizda, MG toksisitesine maruz kalan misir (Zea mays cv. Arifiye.) bitkisinde
kitosan uygulamasinin hem ROS hem de MG detoksifikasyonunda rol alan parametreler
tizerine etkileri degerlendirilmistir. Caligmada uygulama yapilmis ve yapilmamis
fidelerde bitki biiyiime parametrelerine ilave olarak ROS parametreleri (LPO, H20> ve
0O27), ROS’lan siipiiren antioksidan enzimlerin (SOD, APX, CAT, GR ve GPX) ve MG
detoksifikasyonunda rol alan Gly I ve Gly II enzimlerin aktiviteleri ¢alisildi.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu bélimde calismamizda MG ve kitosanin bitkiler iizerinde etkilerini degerlendiren

calismalar 6zetlenmistir.

Bir¢ok calismada MG’nin hem prokaryot hem de dkaryot hiicrelerde ¢esitli metabolik
reaksiyonlarin bir yan {iriinii olarak iiretilen gii¢lii bir sitotoksin oldugu ileri siiriilmiistiir
(Pompliano et al. 1990; Espartero et al. 1995; Kalapos 1999; Kumar and Yadav 2009;
Nahar et al. 2016; Jain et al. 2018). Ilk olarak Yadav vd (2005), cesitli abiyotik streslere
cevap olarak piring, tiitlin ve Brassica fidelerinin tuz, kuraklik ve soguk stresi kosullarina
cevap olarak MG seviyelerinin 2 ile 6 kat kadar artigini ileri siirdiiler. Bitkilerde MG'nin
cesitli abiyotik, hormonal ve kimyasal streslere cevap olarak etkisinin olup olmadigini
arastirmak icin, kuraklik, tuzluluk, soguk, yiliksek sicaklik, agir metale maruz kalan
fidelerdeki MG seviyeleri belirlenmistir. MG; 2,4-D, ABA ve yliksek beyaz 151k stresine
maruz fidelerde, kontrollerine gore, MG seviyelerinin arttig1 ifade edilmistir. Bulgulara
gore, MG seviyesinde en yiiksek artis beyaz 1sikta (60 pmol foton m?2.s?) (2.21 Kat),
ardindan tuzluluk (1.77 kat), MG uygulamas (1.69 kat), kuraklikta (1.63 kat), agir metal
(1.55 kat) ve ABA (1.37 kat) uygulamalarinda oldugu belirlenmistir (Hossain et al. 2009).
MG'nin ayrica Aspergillus flavus mantari ile enfekte olmus bir misir genotipinde de (2.5
kat) artt1g1 bildirilmistir (Chen et al. 2004). ilave olarak Banu vd (2010), 200 mM NacCl
stresine cevap olarak tiitlin BY-2 hiicrelerinde MG seviyesinin 6nemli dlgiide (2 kat)
arttigin1 gostermistir. Farkli streslerden dolay: bitkilerde MG seviyesindeki hizli artig,
bunun genel bir stres tepkisi oldugunu agik¢a gostermektedir. Bu nedenle, MG'nin
bitkilerin strese cevap vermesi i¢in bir sinyal olarak hareket edebilme olasiligi konusunda

onemli bir konsensiis vardir.

Bitkiler de dahil olmak {iizere gesitli canli hiicrelerde MG kaynakli oksidatif strese dair
onemli kanitlar vardir. MG, mitokondrial O2~, NO ve peroksinitrit olusumunu artirarak
mitokondriyal oksidatif strese neden olur. Ornegin MG, MnSOD ve mitokondriayal
kompleks II'lin aktivitelerini 6nemli 6lgiide inhibe eder. MnSOD, mitokondride Oz 'yi

dismutaze eden birinci hat enzimdir ve kompleks I11 ubikinondan sitokrom c'ye elektron
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transfer eder. Kompleks III'iin MG tarafindan inhibe edilmesi, elektron tasima zincirini
bozar, bu da Oz~ olusturmak {iizere sizan elektronlara yol agabilir (Wang et al. 2009).
MG'nin proteinlerin yapisinda arginin, lisin ve sistein kalintilarin1 degistirdigi ve c¢ok
sayida enzimi inhibe ettigi bulunmustur. MG ayrica ileri glikasyon son iirlinlerinin
(AGE'ler), geri doniisiimsiiz kimyasal modifikasyonlarin ve proteinlerdeki capraz
baglarin olugmasi yoluyla da dolayli olarak oksidatif strese neden olabilir (Desai et al.
2010). Benzer olarak SOD, GST, CAT, Gly I ve II aktiviteleri ve GSH igerigi sigan
karaciger hiicrelerine eksojen MG uygulanmasini takiben zamana ve doza bagli bir
sekilde azalirken, lipid peroksidasyonunun (LPO) arttig1 goriilmiistiir (Choudhary et al.
1997). Ayrica MG'in (100 ila 500 mM), GR ve GPX gibi antioksidan enzimleri etkisiz
hale getirerek ve okside olmus glutatyon (GSSG) igeriginde 6nemli bir artisla oksidatif
strese yol agtigini da buldu. MG’nin AGE’leri, AGE’lerin (RAGE) reseptorlerini aktive
edebilecegini ve boylece Oz liretimini artirdigini 6ne siiriilmistir (Wu et al. 2002). GR
ve GPX'in MG kaynakli inhibisyonu da oksidatif strese neden olacaktir, ¢iinkii GR,
GSSG'yi GSH'ye indirgeyerek dnemli bir rol oynar, oysa GPX GSH'yi kullanarak ¢ok
reaktif serbest radikallere doniistiiriilebilen peroksitleri temizler. MG'nin indiikledigi GR
ve GPX aktivitesindeki bozulma, inaktive olmus bir glikasyon olayidir, ¢iinkii bu
enzimlerin, glikasyona karsi olduk¢a duyarli oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte,
yiiksek bitkilerde antioksidan savunma sistemlerinde eksojen MG'nin etkisi konusunda
¢ok sinirlt ¢alisma yapilmistir. Sinirli sayida bazi ¢alismalarda tiitiin (Nicotiana tabacum
L.) hiicrelerinde eksojen MG uygulamasinin (0.5 ila 10 mM) GST aktivitesini inhibe
ettigini, oysa GSH'min ekzojen uygulamasimnin bu fenomeni tersine cevirebildigini
gostermistir (Hoque et al. 2010). Bu ¢aligmalara goére MG’nin antioksidan enzimleri
inhibe ettigi ve bu enzimlerin aktivitelerinde ve yapilarindaki degisimler oksidatif strese
katkida bulunabilir. Kuskusuz, MG-siipiirme sistemlerinin bitki stres toleransindaki rolii,
gen transfer teknolojisi kullanilarak artmistir. Bazi ¢alismalar, bitkilerde MG-
detoksifikasyon sistemlerinin indiiklenmesinin oksidatif hasardan kismen koruma
sagladigin1 agik¢a gostermistir. Transgenik bitkilerde glioksalaz yolu genlerinin asir
ekspresyonunun, stres kosullar1 altinda MG ve ROS seviyelerini kontrol ettigi, glutatyon
homeostazisini diizenledigi, transgenik bitkilerin ¢esitli abiyotik oksidatif stresler altinda
hayatta kalmalarina ve biiylimelerine izin verdigi bulunmustur (Yadav et al. 2005;
Bhomkar et al. 2008).
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MG'nin mayada birkag sinyal iletim yolunu aktive ettigi tespit edilmesine ragmen, yiiksek
bitkilerde MG'nin sinyal iletim rollerine iligskin bilgi azdir. MG, bazi transkripsiyon
faktorlerini aktive eder ve Saccharomyces cerevisiae'de bir Hogl mitojenle aktiflestirilen
protein (MAP) kinaz kaskadimi tetikler. Hogl'in MG tarafindan aktivasyonu ile ilgili
olarak, histidin kinaz aktivitesine sahip bir ozmosensor olan SInl, bir MG sensorii olarak
islev goriir (Takatsume et al. 2006). Buna ragmen MG'nin yine yiiksek bitkilerdeki sinyal
roliine dair bilgilerimiz oldukga sinirhidir. Ancak, glioksalaz transgenik bitkilerin kritik

analizi, bunlarin MG'yi belirli bir seviyede tuttuklarina isaret eder.

Agir metallerden biri olan Cd’un mas fasulyesi (Vigna radiata L.) iizerinde olusturdugu
stres parametreleri degerlendirmistir. Aragtirmacilar Cd stresine karsi iyilestirici olarak
prolin ve nitrik oksit (NO) uygulamislardir. Bulgulara gore Cd stresi altinda igsel MG,
H20: ve diger stres parametreleri artmis, buna ilave olarak NO ve proline uygulamasinda
da antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, GPX, APX vb.) aktiviteleri artmistir. MG ve
diger stres parametrelerinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini azalttigini ve arastirma
sonuclarina gére NO ve prolinin Cd stersine karsi kullanilabilecegini belirtmislerdir.
Nahar vd (2014) de yaptiklar1 ¢alismada sicaklik stresinde artis gdsteren MG toksisitesine
kars1 endojen GSH uygulamas {lizerine ¢alismislardir. Yaptiklari calismada MG, MDA,
H>O: siliperoksit anyonu ve prolin miktarlarinda artis, klorofil miktarlarinda ise bir azalig
gormiislerdir. Endojen GSH uygulamasinda ise Gly I, CAT, GR, APX ve Gly II
aktivitelerinde belirgin bir artis gézlenmis ve ¢alisma sonucunda mas fasulyesi tizerindeki
sicaklik stresinin sebep oldugu MG toksifikasyonunu endojen GSH uygulamasiyla

azaltilacagini ileri siirmiislerdir.

Yukaridaki ¢alismalara benzer olarak bir ¢alismada Cd stresine maruz kalmis kanola
(Brassica napus) bitkisi kullanilmistir ve selenyumun antioksidan defans sistemi ve MG
detoksifikasyonu iserine etkileri arastirilmistir (Hasanuzzaman et al. 2012). Cd
uygulanan bitkilerde MDA, H20; artmistir ve AsA, GSH, GSSG, GPX miktarlar1 dnemli
derecede azalmistir. Selenyum uygulanan bitkilerde ise enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar; CAT, Gly I, Gly II, GPX, APX, GR, GST, GSH ve AsA 6nemli derecede

artis gozlenmistir. Bu artigla beraber MDA ve H20: seviyesinde azalis belirlenmistir. Bu
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sonuclara gére Cd sebep oldugu oksitatif hasar eksojen olarak uygulanan selenyum ile
giderilebilir ve MG detoksifikasyonu iizerine dnemli bir katkis1 oldugu ileri siiriilebilir.
Transgenik patates (Solanum tuberosum L.) bitkisine L-askorbik (AsA) asit uygulayarak
tuz stresi altinda artan MG diisiiriilmesi igin bir ¢alisma yapmulstir (Upadhyaya, et al.
2011). Calisma sonucunda GSH miktar1 L-Askorbik asitle artmis ve diger antioksidan
enzimlerde de artig gdzlemlemistir. Bunun sonucunda tuz stresi toksisitesi yatistirilmis ve

MG konsantrasyonu azaltan Gly I ve Gly II aktivitelerini artiran bir sonu¢ gézlenmistir.

Mas fasulyesinde (Vigna radiata) tuz stresinin artirdigi oksitatif stresin ile MG artiginin
eksojen glisinbetain ve prolin uygulayarak bu streslere cevapta rolleri arastirilmigtir
(Hossain and Fujita 2010). Calisma bulgular1 GPX, Gly I, GST enzim aktivitelerinin 48
saat boyunca arttigini, ancak GR, Gly I aktivitelerinin ilk 24 saatte iginde stimiile edildigi
ve 24 saatten sonra azaldigini ortaya koymustur. Tuz stresinde artan ROS, MG ve LPO
icerikleri, eksojen uygulanan glisinbetain ve prolin ile antioksidan savunma sistemi ve
MG detoksifikasyon sistemi uyarilarak azaltilmigtir. Arastirmacilar, galismanin sonucuna
dayanarak tuz stresine karsit glisinbetain ve prolinin bir koruyucu ajan olarak
kullanilabilecegini  bildirmislerdir. Cesitli bitkilerde 30-75 uM araliginda MG
konsantrasyonu, tuzluluk, kuraklik ve soguk stres kosullarinda MG seviyelerini 2-6 kat
artirdigin1 gosterilmistir (Yadav et al. 2005). Transgenik tiitiin bitkisinin Glioksalaz I’i
asir1 ekspre edenlerin MG seviyeleri, transgenik olmayan bitkilere kiyasla strese yanit
olarak artmamigtir. Ayrica eksojen GSH uygulamasi ile hem transgenik bitkilerde hem
de transgenik olmayan bitkilerde MG seviyelerinde bir diisiis olmustur. Eksojen GSH
uygulamasinda yabani tiitiin bitkilerinde MG seviyeleri %50'ye distiriirken, transgenik
bitkilerde 5 kat bir azalma gdstermistir. Yapilan bu ¢aligmada abiyotik ve normal stres
kosullarinda bitkilerde MG seviyelerinin korunmasinda GSH konsantrasyonu yani sira

glioksalaz I’in de dnemli rol oynadig ileri siiriilmistiir (Yadav et al. 2005).

Kitosan, bitkilerde biyotik ve abiyotik stresler ile ilgili ¢ok sayida savunma cevap
mekanizmalarini uyarir. 1klim kosullarindaki degisme ve sentetik kimyasallarin
stirdiiriilemez kullanimiyla artan gida talebiyle, bir elisator olarak kitosan uygulamasi,

abiyotik ve biyotik stres adaptasyonu ile ilgili meseleleri ele almak i¢in genis bir
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potansiyele sahiptir. Kitosan uygulamasi ilk olarak Allan ve Hadwiger (1979) tarafindan
calisilmigtir. Caligmada kitosanin mantarlarda farkli hiicre duvart kompozisyonlari
tizerindeki etkileri belirlendi. Kitosanin antifungal, anti-bakterisit ve antiviral 6zellikleri
nedeniyle bilim insanlarini tarafindan tarimsal sistemlerde kullanilmasi tesvik edilmistir.
Kitosan ve oligokitosan gibi tiirevlerinin hasat oncesi ve sonrasi hastaliklar1 etkin bir
sekilde kontrol ettigi ileri siiriilmiistiir. Kitosan, seliilozdan sonra en bol miktarda
karbohidrat polimeri olan deniz kitin'den elde edilmektedir. Onceki ¢alismalarda, Botrytis
cinerea gibi bazi donemli mantar patojenlerinin biiylimesini dogrudan engelledikleri
bildirilmistir. Benzer sekilde, oligokitosanin hidrojen peroksit tiretimini kontrol altinda
tutmak icin fenilalanin amonyum liyaz (PAL) ve peroksidaz (POD) aktivitesini artirmada

etkili oldugu gosterilmistir (Ma et al. 2012; Hidangmayum et al. 2019).

Kuraklik veya sicaklik stresi, Aspergillus flavus ve Fusarium moniliforme gibi
mantarlarin enfeksiyonu hizlandirir ve sonug olarak mikotoksin liretimini arttirir. Diger
taraftan kitosanin bitki dokusunda fitoaleksin birikimini indiikledigi rapor edilmistir.
Kitosanin piringte tohumlara uygulamast, piring verimini dnemli dl¢iide artirmistir, ancak
konuda misirda bilimsel veri bulunmamaktadir. Misirla yapilan ¢aligmada kitosan ile
muamele edilmis fidelerin bu mantarlara kars1 6nemli 1yilesme saglandig: belirtilmistir

(Lizarraga-Paulin et al. 2011).

Yapilan diger bir caliymada kuraklik stresinin arpa bitkilerinin biyokiitle, enzim
aktivitesi, yaprak rengi, hasat indeksi, verim ve verim bilesenlerini etkiledigini
gosterilmistir. Oysa kitosan nanopartikiillerin (NP), 6zellikle 60 ve 90 ppm kullanilmasi,
kuraklik stresinin zararh etkilerini azaltmistir. Bununla birlikte, kitosan NP'lerinin daha
1yl bliylime ve iiretimi saglamanin yaninda bitkilerde daha fazla su kullanim etkinligi
olusturdugu belirlenmistir. Dolayisiyla, kitosan NP'lerinin arpa bitkilerine istenen
sonugclari elde etmek i¢in sulama rejiminde farkli dozlarda toprak veya yaprak uygulamasi

yoluyla arpa bitkilerine uygulanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Behboudi et al. 2018).

Kitosanin hasat sonrasi kursuni kiif (Botrytis cinerea) ve mavikiife (Penicillium

expansum) kars1 Kivi yetistiriciliginde direnci arttrma kabiliyeti arastirildigir bir
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calismada 5 gr/L'de kitosanin, 25 ve 4°C'de saklanan kivi meyvesinde kursuni kiif ve
mavikiifii 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi gosterilmistir (Zheng et al. 2017). Bu arastirmada
kitosan, CAT, SOD ve APX gen ekspresyonunu énemli 6l¢iide indiikledigi ayrica enzim
aktivitesini de arttirdig1 belirlenmistir. Ayrica, kitosan, kivi meyvelerinde toplam fenolik
bilesiklerin igerigini belirgin sekilde arttirmistir. Onemli olarak, kitosan meyve kalitesi
tizerinde de yararli etkiler gostermistir. Birlikte ele alindiginda, kitosanin depolanmis kivi
karisiminda kiifii azaltma kabiliyeti, konuk¢u savunma yanitinin ortaya ¢ikmasi ile
iliskilendirilebilir. Bu sonuglar, hasat sonrasi kayiplar1 azaltmak icin kitosan

uygulamasinin pratik etkileri oldugunu gdostermektedir.

Kitosanin kuraklik stresine kars1 etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, Zohreh et al. (2017)
kuraklik stresinin Thymus daenensis (zencefil) bitkisinde sekonder metabolit olan ugucu
yag miktarinda azalig, LPO ve prolin miktarlarinda ise artisa sebep oldugunu, ancak bu
parametreler lizerinde kitosan uygulamasiyla herhangi bir iyilestirici etki
belirlememislerdir. Arastirma sonucunda kitosanin kuraklik stresine karsi iyi bir
tyilestirici oldugunu bulmuslardir. Mahdavi ve Rahimi (2013), kitin tiirevi olan kitosanin
abiyotik strese karsi iyilestirici etkisinin olmasi, iiriin verimliligin artirmasi biiyiime ve
gelismeyi olumlu yonde etkilemesini baz alarak, kitosanin ¢imlenme iizerinde tuz stresi
altinda iyilestirici etkisinin olup olmadigina arastirmislardir. Arastirma sonucu uygulanan
tiim kitosan konsantrasyonlarini ¢imlenme yiizdesi, kok gévde uzunlugu ve kuru madde
miktarinda artig oldugu gézlenmistir. Calismada, tuz stresine kars1 kitosan uygulamasinin
tyilestirici bir ajan olarak uygun oldugu ileri siiriilmistiir. Muriefah (2013)’de yaptig
calismada baklagillerden olan fasulye bitkisinin asir1 su stresinde besin elementlerini ve
fotosentetik pigmentlerinin, protein ve karbonhidrat konsantrasyonlarnin azaldigini
gozlemlemistir. Asirt su stresine karsi kitosan uygulamis ve uygulamasinda yukarida
bahsedilen parametrelerin hepsinde belirgin bir sekilde artis gozlemleyerek kitosanin
stresi azaltmak icin kullanilan {imit verici bir materyal olabilecegi Onerilmistir.
Romandan and Farouk (2012)’de bériilce bitkisi iizerinde su stresi ¢alismasi yapmislardir.
Su stresinin bitkideki verimliligi, bitki kalitesi, iyon yiizdesi, karbonhidrat
konsantrasyonunu, klorofil miktarini diistirdiigii belirtmislerdir. Stres altindaki boriilce

bitkisini yapragina uygulanan kitosan 6zellikle 250 mg/I’de daha iyi bir sonug verdigini
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belirlemislerdir. Kitosan uygulamasi sonrasi bitkide fizyolojik sartlarin yani sira bitki

biiylimesi ve verimliligi artirmigtir.

Nusrat ve Ahmad (2012)’de tuz stresi altindaki Aspir ve Aygicek tohumlarina gesitli
konsantrasyonlarda eksojen olarak kitosan uygulamasi yapilarak iyilestirici etkisi olup
olmadigina degerlendirilmistir. Tuz stresine maruz birakilan bitkide; ozmotik ayarlama,
iyon sekresyonu, metabolik denge, antioksidan savunma gibi birgok genin koordineli
hareket mekanizmasimi olumsuz etkilemektedir. Indiiklenmis tuzluluk stresinde;
¢imlenme yiizdesini, ¢imlenme oranini, protein i¢eriginde azaltma; MDA, katalaz (CAT)
ve peroksidaz (APX) aktivitesi artis meydana gelmistir. Kontrol bitkilerine kiyasla farkl
kitosan konsantrasyonlar arasinda diisiik kitosan konsantrasyonlar1 CAT ve POX
aktivitesini artirmistir. Tuz stresinin artmasiyla, diisilk konsantrasyonlarda uygulanan
kitosan ¢imlenme yiizdesini artirirtken MDA igerigi, CAT ile POX aktivitesini ve prolin
icerigini azaltmistir. ROS iiretimi normal sartlarda ve antioksidan enzimlerin
aktivitesinde kacinilmazdir. Bitkinin maruz kaldigi tuz stresinde ROS olusumlar
bakimindan degisiklik gosterebilir. Tuz stresi altindaki bitkide stresin indirgenmesi i¢in
diisiik konsantrasyonda uygulanan kitosan oksidatif stresi azalttigi sonucuna
ulagsmuglardir. Lizarraga-Paulin et al. (2011)’de yaptiklar1 ¢alismada abiyotik stres
sartlarinda musir bitkisinde kitosan uygulamasinin etkileri calisilmistir. Calisma
parametreleri kuraklik, nem, asidik pH, alkali pH olup dl¢limler yaparak (kok govde
uzunlugu, total uzunluk, yaprak genisligi ) kitosanin musir bitkisinde abiyotik strese sebep

olan faktorlere karsi iyilestirici etkisi oldugu tespit edilmistir.

Kitosan agir metal stresine cevapta ta bitki toleransini artirmada etkili olmustur. Ornegin,
Farouk et al. (2011)’de turp bitkisi (Raphanus sativus, L. cv. sativus) tizerinde Cd’nin
bitki biiyiimesinde ve bitkilerdeki bazi fizyolojik siirecleri tizerindeki zararli etkilerini
azaltmak icin hiimik asit ve kitosanmi kullanarak calisma yapmislardir. Hiimik asit ve
kitosandan elde edilen 100 ve 200 mg/kg kuru topragin Cd seviyelerinin (100 ve 150
mg/kg kuru toprak) turp bitkisinin biiylimesi ve bazi fizyolojik karakterler tizerindeki
zararli engellemedeki rolliinii incelemek i¢in deneyler yapildi.  Sonuglar

degerlendirildiginde Cd 100 ve 150 mg/kg topraklarda her iki mevsimde bitki basina
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diisen yaprak sayisi, slirglin ve kok sistemlerine, taze ve kuru agirliklarina bakilmistir ve
onemli Ol¢lide bu parametrelerde azalma meydana gelmistir. Klorofil, toplam seker
igerigi, azot, fosfor, potasyum, bagil su igerigi, su eksikligi yiizdesi ve ¢oziiniir
proteinlerin yani sira toplam amino asit igerikleri de azalmistir ve bitki dokularinda Cd
konsantrasyonu artig gostermistir. Diger taraftan 100 ya da 200 mg/kg konsantrasyonunda
toprak ilavesi olarak kitosan ve hiimik asit uygulamasinda yukarida belirtilen biitiin
parametreler artirmis ve bitki dokularinda Cd konsantrasyonunu azaltmistir. Turp
bitkisinin gelisimini engelleyen Cd stresini onlemekte kullanilan kitosan ve hiimik asit
uygulamasinda her iki selator, 6zellikle 200 mg/kg kuru topraktaki kitosan Cd selatlama
nedeniyle agir metali baski altina alarak turp bitkisinin hayatta kalma kapasitesini

artirdigini belirtmislerdir.

Son yillarda kitosanin bitkide sinyal iletiminde de Onciil bir rol onayabilecegi ileri
siriilmiistiir. Ornegin, kitosan molekiilii tarafindan uyarilan sinyal iletimi spesifik
resOpterler bulundurur, bunlar sinyali daha sonra reaktif oksijen tiirleri (ROS), H20»,
Ca*2 nitrik oksit (NO) gibi sekonder habercilere ve hiicre i¢indeki fitohormonlara aktarir.
Kitosan uygulamasi ile siiperoksit anyonu ve lipit icermeyen radikaller gibi radikallerin

inhibe edici etkisi daha 6nce rapor edilmistir (Behboudi et al. 2018).

Yukarida sunulan litaratiir 6zetine gére ROS gibi stres kosullarinda artan ekzojen MG
toksisitesine kars1 kitosan uygulamasinin biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler temelleri
hakkinda yeterli literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢calismamizdan elde edilen

veriler literatlirde onemli bir boslugu dolduracaktir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Derin dondurucu (-80°C)
Manyetik karistirici
Derin dondurucu (-20°C)
Otomatik pipetler

Iklim kabini

Buzdolab1

Karistirici

Soguk su banyosu
Spektrofotometre
Homojenizator
Sogutmali santrifiij
Hassas terazi

pH metre

Sicak su banyosu

Kuru blok inkiibator

Masa santrifiijii
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: NUAIRE

: Chiltern HS31

: Argelik

: Ependhof, Axigen

: Jeno Tech, Sanyo, Japonya
. Arcgelik

: Fisons Whirlimixer

: Huber Polystat CC1

: Shimadzu UVmini-1240

: Wiggen Hauser D- 500

: Hettich Micro 22 R

: Shimadzu AY220

: Seven Compact

: WiseBath, Fuzzy Control System
: Allsheng

: Hettich EBA 21

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Fluka sirketlerinden saglandi.

Cozeltilerin kullanildig: yerler ve hazirlanis sekilleri asagida sunulmustur.

1. Antioksidan enzimlerin homojenizasyon tamponu (0.1 M KH2POg4, pH: 6,75, %1
PVP, 1 mM EDTA): 2.72 gr KH2PO4 180 ml saf suda ¢oziildiikten sonra, hacim saf su

ile 200 mI’ye tamamlanmis ve iizerine 0.5 gr PVP ve 0.04 gr EDTA ilave edilmistir.
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2. CAT aktivitesi 6l¢iim tamponu (103.5 mM KH2POg4, pH 7.5): 2.804 gr KH2PO4, 150
ml saf suda ¢6ziilmiis, 1 N NaOH ile pH: 7.5’e ayarlanmis ve hacim saf su ile 200 ml'ye
tamamlanmustir.

3. CAT aktivitesi Ol¢iimii substrat ¢ozeltisi (40 mM H20: ¢ozeltisi): 816 pl %35°lik
H20:z alinip hacmi saf su ile 250 ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

4. APX aktivitesi i¢in tampon ¢ozeltisi (50 mM KH2POs, pH: 7.0): 0.17 g KH2POq4
alinarak 150 ml saf suda ¢oziilmiis ve pH: 7.0’ye ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250
ml'ye tamamlanmistir.

5. APX aktivitesi igin substrat ¢ozeltisi (0.5 mM askorbik asid): 0.0225 gr askorbik asit
tartilarak 50 mM KH2POg4 (pH 7.0) igerisine eklenerek ¢oziilmiistiir.

6. APX aktivitesi dl¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi (2 mM H202): 13 ul H202
(%37) daha 6nce hazirlanan 50 mM KH2PO4 (pH 7.0) icerisine eklenmistir.

7. APX aktivitesi O0l¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi (0.1 mM EDTA): 0.0147 gr
EDTA tartilip daha 6nce hazirlanan 50 mM KH2PO4 (pH 7.0) igerisine eklenmistir.

8. SOD aktivitesi igin tampon ¢dzelti (50 mM KH2POs, pH 7.8): 2.9 gr KH2PO4 200 ml
saf suda ¢oziilmiis, pH: 7.8’e ayarlandiktan sonra ve son hacim saf su ile 250 ml’ye
tamamlanmaistir.

9. SOD aktivitesi reaksiyon karigimi i¢in 13 mM metiyonin: 0.485 gr metiyonin alinir
ve 10. maddede hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH2PO4tamponu igerisine ilave edilerek
¢Oziiliir.

10. SOD aktivitesi i¢cin 75 pM NBT-nitroblue tetrazolium kloriir): 0.015 gr NBT alinir.
10. maddede hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH2PO4 tamponu igerisine ilave edilerek
¢Oziiliir.

11. SOD aktivitesi i¢gin 1 mM EDTA: 0.075 gr EDTA alinir ve 10. maddede hazirlanmis
olan 250 ml 50 mM KH2PO4 tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziiliir.

12. SOD aktivitesi i¢in 2 uM riboflavin: 0.019 gr riboflavin, 500 ml saf suda ¢oziilerek
hazirlandi.

13. Oksitlenmis glutatyon (1 mM GSSG; GR aktivitesi igin): 0.007 gr GSSG, 10 ml saf
su i¢erisinde ¢oziilerek hazirlanmstir.

14. 50 mM Tris-HCI (GR aktivitesi igin): 0.06 gr Tris bir miktar saf su i¢erisinde ¢oziiliir,

sonra pH 7.8’e ayarlanir ve son hacim 10 ml’ye tamamlanir.
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15. 1 mM EDTA (GR aktivitesi igin): 0.0014 gr EDTA bir miktar saf suda
¢oOziindiiriildiikten sonra 50 mM Tris-HCl igerisine ilave edilmistir.

16. 0.2 mM NADPH (GR aktivitesi i¢in): 0.0022 gr NADPH bir miktar saf suda
¢Oziindiirtildiikten sonra 50 mM Tris-HCI i¢erisine ilave edilmistir.

17. 0.1 M NaH:POs (GPX aktivitesi): 2.13 gr NaH2POy tartilip bir miktar saf suda
¢oziindiiriildiikten sonra pH 7.0’a ayarlanip son hacmi 150 ml’ye tamamlanmugtir.

18. 5 mM Guaicol (GPX aktivitesi): 81 ul guaicol pipetle 0.1 M NaH:POj igerisine
eklenmistir.

19. 15 mM H20O (GPX aktivitesi ): 22.5 pl H20, pipetle 0.1 M NaH:POj igerisine
eklenmistir.

20. 0.1 M KH2POg4 (pH: 6.75) (Protein tayini i¢in): 3.4 gr KH2PO4 200 ml saf suda
¢oziilmiis, 1 N NaOH kullanilarak pH 6.5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250
ml’ye tamamlanmaistir.

21. BCA reaktifi (protein tayini i¢in): 15 ml BCA ile 0.3 ml FeCls ile karistirilir.

22. 0.1 M NazHPO4 (Gly I ve Glyl I homojenizasyon ¢ozeltisi ): 0.780 gr NazHPO4 bir
miktar saf suda ¢oziildiikten sonra pH 7.0’a ayarlanarak son hacmi 50 ml’ye tamamlanir.
23. 16 mM MgSOs4 (Gly | ve Gly Il homojenizasyon ¢ozeltisi): 0.211 gr MgSO4 bir
miktar saf suda ¢oziildiikten sonra 0.1 M Na;HPOg igerisine eklenir.

24. 0.2 mM PMSF (Gly I ve Gly II homojenizasyon ¢ozeltisi ): 0.0017 gr PMSF tartilip
bir miktar saf suda ¢6ziildiikten sonra 0.1 M Na;HPOs igerisine eklenir.

25. %S5 Glycerol (Gly I ve Gly II homojenizasyon ¢ozeltisi): 2.5 ml gliserol 0.1 M
NaxHPOg igerisine eklenir.

26. 9%0.2 PVP (Gly I ve Gly Il homojenizasyon ¢ozeltisi): 0.1 gr PVP bir miktar saf suda
¢Oziildiikten sonra 0.1 M Na2HPOs igerisine eklenir.

27. 0.1 M Na;HPOg4 (Gly I aktivitesi): 1.87 g Na2HPO4 bir miktar saf suda ¢oziildiikten
ve daha sonra pH 7.5’e ayarlanarak son hacmi 120 ml’ye tamamlanir.

28. 3.5 mM MG (Gly I aktivitesi): 64.45 ul MG 0.1 M NaxHPOs igerisine eklenir.

29. 1.7 mM GSH (Gly | aktivitesi): 0.0626 gr tartilip bir miktar saf suda ¢oziildiikten
sonra 0.1 M Na;HPOs igerisine eklenir.

30. 16 mM MgSOs (Gly | aktivitesi): 0.507 gr MgSOQg tartilip bir miktar saf suda

¢oziildiikten sonra 0.1 M Na2HPOs igerisine eklenir.
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31. 50 mM Tris-HCI (Gly 11 aktivitesi): 1.029 gr Tris bir miktar saf suda ¢oziildiikten
sonra pH’1 7.5’e ayarlanarak son hacmi 85 ml’ye tamamlanmaistir.

32. 16 mM MgSO.s (Gly Il aktivitesi): 0.359 gr MgSOs tartilip bir miktar saf suda
¢oOziildiikten sonra 50 mM Tris-HCI igerisine eklenir.

33. 300 uM SLG (Gly II aktivitesi): 0.0096 gr SLG tartilip bir miktar saf suda
¢oziildiikten sonra 50 mM Tris-HCI igerisine eklenir.

34. 3.5 mM MG (Gly II aktivitesi): 45.65 ul MG pipetle 50 mM Tris-HCI igerisine
eklenmistir.

35. 0.5 M perkloroik asit (igsel MG’nin belirlenmesi): 2.600 ml perklorik asit bir miktar
saf suya pipetlendirildikten sonra son hacmi 60 ml’ye tamamlandi.

36. 7.2 mM 1.2-diaminobenzene (i¢sel MG igerigini belirlenmesi): 0.0155 gr 1.2-
diaminobenzene bir miktar saf suda ¢oOziildiikten sonra son hacmi 20 ml’ye
tamamlanmaistir.

37. 5 M perkloroik asit (igsel MG igerigini belirlenmesi): 4.317 ml perkloroik asit bir
miktar saf suya pipetlenenip daha sonra son hacmi 10 ml’ye tamamlanmistir.

38. %5 TCA (lipid peroksidasyon i¢in) :80 ml saf su icerisine 5 gr TCA ilave edilerek
¢oziiliir ve son hacim 100 ml yapilir.

39. %0.5 TBA (lipid peroksidasyon i¢in): 80 ml saf su igine 20 gr TCA ¢0ziiliir ve daha
sonra igerisine %0.5 TBA ilave edilerek iyice ¢oziinmesi saglanir ve daha sonra son
hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

40. 65 mM KH2PO4 (siiperoksit anyonu i¢in): 2.653 gr KH2PO4 bir miktar saf suda
¢oziildiikten sonra pH 7.8’e ayarlanarak son hacim 300 ml’ye tamamlanir.

41. 65 mM KH:POg (siiperoksit anyon igerigi): 170 ml homojenizasyon tamponundan
aliip kullanilmastr.

42. 10 mM hidroksilamin (stiperoksit anyon igerigi): 0.0138 gr hidroksilamin 20 ml saf
su i¢erisinde ¢oziiliir.

43. 17 mM aminobenzene siilfanik asit (siliperoksit anyon igerigi): 0.294 g4
aminobenzene siilfanic acid 100 ml saf suda ¢oziiliir.

44. 17 mM naftilamin (siiperoksitanyon icerigi): 0.243 gr naftilamin 100 ml saf su
igerisinde ¢oziiliir.

45. %5 Ti(SO4)2 (H202 miktarmin belirlenmesi): 1.5 gr Ti(SO4)2 200 ml saf suda

coziilerek hazirlanmis ve son hacim 30 ml yapilmistir.
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46. %19 NH4OH (H202 belirlenmesi): 10.4 ml NH3 40 ml saf suda ¢6ziilerek son hacmi
50 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

47. H202 miktarinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozelti (2 M H2SO4): 40 ml %98’lik
H2SO4 alinmis ve 50 ml saf su igerisine ilave edildikten sonra son hacim 200 ml’ye

tamamlanmaistir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Bitki tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide biiyiimesi

Bu arastirma i¢in monokotil bir bitki olan musir (Zea mays cv. Arifiye) kullanilmustir.
Bitkiye ait tohumlar, May Tohumculuk AS’den temin edilmistir. Misir tohumlar1 6nce
%10’luk camasir suyu ile 5 dk ve daha sonra %70’lik alkolle 5 dk steril edildikten sonra
saf su ile iyice yikanarak sterilizasyon islemi yapildi.8 saat sismeye birakilan tohumlar 3
giin iklim kabininde ¢imlendirilmeye birakildi. Cimlenen tohumlar, hidroponik sistemde
her sepete ¢imlenmeye miiteakib 7. giin Arnon ve Hoagland’in 1/2 besi ortamina
ayarlandi ve 9. giin asetik asitte ¢ozlinen kitosan (%0.050 ve %0.100 uM) yapraklara
piiskiirtme yoluyla uygulandi. Uygulamadan 1 giin sonra ayni fide yapraklarina MG (50
ve 100 mM) uygulamas1 yapildi. Bu konsantrasyonlar 6n denemelerle belirlenmistir.
Kontrol bitkilerine sadece ayni oranda asetik asit iceren saf su uygulamasi yapildi.
Bitkilerin kok ve gévde dokulari 13. giin hasat edildi. Alinan doku &rnekleri -80°C

sartlarinda kullanilmak iizere saklandi.

Arnon ve Hoagland'in tam besin regetesi hazirlanis1 agagidaki gibi yapilmustir.

Hoagland i¢erigi;

Makro Besin Elementleri (100 mL stok igin)

Asagida verilen stok ¢ozelti 100 mL hacimde hazirlanir. Bunun i¢in;
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a. KH2POgs : Gerekli miktar, 2.3 gr
b. KNOs: Gerekli miktar, 6 gr

c. Ca(NOgz)2: Gerekli miktar, 4.9 gr
d. MgSOa: Gerekli miktar, 4.9 gr

Yukaridaki maddeler tartilarak 80 mL saf suda ¢oziindii ve son hacim 100 ml’ye

tamamlandi. 1 L tam besin ¢ozeltisi hazirlamak icin bu stok ¢ozeltiden 10 ml kullanilir.

Mikro Besin Elementleri (100 mL stok igin)

e. HsBO3z : Gerekli miktar, 0.286 gr

f. MnCl2 .4H20 : Gerekli miktar, 0.181 gr
g. ZnSO4 .7H20 : Gerekli miktar, 0.022 gr
h. CuSO4 .5H,0 : Gerekli miktar, 0.008 gr
j. H2M0Og4 .H20 : Gerekli miktar, 0.009 gr

Yukaridaki maddeler tartilarak 80 mL saf suda ¢oziindii ve son hacim 100 ml’ye

tamamlandi. 1 L tam besin ¢6zeltisi hazirlamak i¢in bu stok ¢ozeltiden 1 ml kullanilir.

Demir stok ¢ozeltisi hazirlama

Bu stok ¢o6zeltiyi hazirlamak i¢in 0.74 gr Fe-EDTA alind1 ve 40 ml saf suda hafifisitilarak
¢Oziindii ev son hacmi 50 ml'ye tamamlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1 L tam besin

¢ozeltisi i¢in 0.5 mL kullanilir (0.5 mL/1 L).

3.3.2. Antiokasidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Maisir bitki dokularina ait 6rnekler (0.5 gr) 6nce soguk bir porselen havanda sivi azot ile
un haline gelinceye kadar homojenize edilmistir. Daha sonra iizerine 5 ml

homojenizasyon tamponu (0.1 M KH2PO4, pH 7.0) ilave edilmis ve doku orneklerinin
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iyice parcalanmasi saglanmistir. Elde edilen ekstrakt +4°C’de 15000 rpm’de 15 dk siire
ile santrifiij edildikten sonra siipernatant alinmigtir. Asagida sunulan tiim antioksidan

enzimlerin aktivite deneyleri i¢in bu siipernatant enzim kaynagi kullanilmistir.

3.3.2.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢in Gong et al. (2001) tarafindan Onerilen metot
kullanildi. Bu metot, CAT’1n ortamdaki H202’nin oksijen ve suya doniisiimii esnasinda
meydana gelen absorbans degisiminin 240 nm’de belirlenmesi esasina dayanir. Aktivite
Ol¢timii i¢in spektrofotometre kiivetine (3 ml), 103 mM KH2PO4 tamponundan 1.475 ml
ve 40 mM’lik H2O:> substrat ¢ozeltisinden 1.5 ml konulduktan sonra tizerine 25 pl enzim
ekstrakti ilave edildi. Spektrofotometrede 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika
araliklarla kore kars1 absorbans okundu ve absorbansin dogrusal olarak azaldig: araliktan
dakika basina absorbans azalmasi hesaplandi. Ortalama absorbans degerleri, standart
grafik yardimiyla pmol cinsinden H202 miktarma doniistiiriildii. 25°C’de, 1 dakika
iginde, absorbansi 1 umol azaltan enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak kabul edildi ve
sonuclar mg protein basina diisen enzim iinitesi (EU.mg? protein) olarak sunuldu.
Standart grafik (Sekil 2.1) hazirlamak icin, 5 mM H20: c¢ozeltisinden 3 ml'lik
spektrofotometre kiivetlerine sirasiyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve
1.5 ml ilave edildi ve tiiplerin hacimleri saf su ile 1.5 ml'ye tamamlandiktan sonra her
tipe 1.47 ml 103.5 mM KH2PO4 ve 30 pl saf su ilave edildi. Hazirlanan karigimin
absorbanst 240 nm’de spektrofotometrede kore kargt okundu ve absorbans degerlerine

karsilik gelen uM H20: degerleri kullanarak standart grafik elde edildi.
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Sekil 3.1. CAT aktivitesi 6l¢iimii i¢in kullanilan standart grafik

3.3.2.b. Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Aktivite i¢in reaksiyon karigimi (3 ml), 50 mM NaHPO4 tamponu (pH 7.0) i¢inde 0.5
mM askorbik asit (ASA), 2 mM H202, 0.1 mM EDTA icermelidir. Spektrofotometre
kiivetine reaksiyon karistmindan 2.90 ml pipetlenir ve lizerine 50 pl enzim 6ziitii
eklenerek reaksiyon baslatildi. Reaksiyonda absorbansi, 1 dakika araliklarla 3 dakika
stiresince 290 nm'de takip edildi. Bir tinite APX aktivitesi 25°C’de 1 dk i¢inde 1 umol
askorbik asidi oksitlemek i¢in gerekli enzim miktari olarak tanimlanir (Wang et al. 2010).

APX aktivitesi i¢in spesifik aktivite asagidaki formiile gére hesaplanir.

Spesifik aktivite (umol dehidroaskorbat/mg protein/dk) = ([AA290 nm/2.8]/mg protein).
Sonuglar EU.mg? protein olarak ifade edildi. Formiilde 2.8 enzim eksitinksiyon

katsayisidir.

3.3.2.c. Glutatyon rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976)’e gore spektrofotometrik
olarak belirlendi. Enzim substrat1 olarak 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) ve 0.25
mM NADPH kullanilmistir. GSSG’nin enzim ile indirgenmesinde indirgeyici gii¢ olarak
NADPH kullanilir. Enzim aktivitesinin belirlenmesinde, 50 mM Tris-HCI (pH 7.8)
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tamponu i¢inde 200 pl 0.5 mM EDTA, 500 pl NADPH ve 250 pl GSSG igeren reaksiyon
karisimina (2.95 ml) 50 pl enzim 6ziitii pipetlendi. Ortamda NADPH 1n oksidasyonu 340
nm’de 5 dakika siireyle absorbans azalmasi 6lgiilerek belirlenir. GR aktivitesi EU.mg™

protein olarak ifade edildi. Enzim tinitesi asagidaki formiile gére hesaplandi.

EU/mI = [(Ortalama OD/dk) x 3] / (6.22 x 0.1) (3.1)

OD : Olgiilen absorbans
6.22: Eksitinksiyon katsayisi
0.1 : Doku o6rnegi

3 : Total hacim

3.3.2.d. Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit radikalleri ile mavi renkli
formazona fotokimyasal olrak indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi tarafindan
engellenmesinin belirlenmesi temeline dayanir (Yordanova et al. 2004). Reaksiyon
karisiminda (3 ml); 50 mM KH2POg4 (pH 7.8), 13 mM metiyonin, 75 uM NBT, 2 uM
riboflavin ve 0.1 mM EDTA bulunmaktadir. Aktivite 6l¢iimii i¢cin 3 ml spektrofotometre
kiivetine yukaridaki riboflavin icermeyen reaksiyon karigtmdan 2.58 ml alinip {izerine 30
pul enzim ekstrakti ilave edildi. Reaksiyon, tlip tlizerine 100 puM’lik riboflavin
¢ozeltisinden 60 pl pipetlenip karistirildiktan sonra, beyaz bir 151k kaynagi (30 W) 6niine
yerlestirmek suretiyle baslatildi. Tiip, 151k kaynaginda 15 dk bekletilir ve reaksiyon 151k
kaynaginin kapatilmasiyla durdurulur. Sonunda 15 dk icerisinde NBT nin renk agilma
yogunlugu 560 nm’de kore karst okunur. SOD aktivitesinin 1 iinitesi, 560 nm’de gozlenen
NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim initesi

olarak kabul edildi ve degerler EU.mg™ protein olarak sunulmustur.
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3.3.2.e. Guaiakol peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Aktivite i¢in reaksiyon karigimi 2.90 ml 0.1 M NaH2PO4 (pH 7) tamponu iginde 5 mM
guaikol ve 15 mM H20: i¢ermelidir. Reaksiyon enzim oziitiinden 10 pl eklenerek
baslatilir. Reaksiyonun absorbansi, 470 nm'de 5 dakika boyunca absorbans artis1 olarak
kaydedilir. Hesaplama i¢in dogrusal artisin gergeklestigi aralik kullanilir ve 1 dk boyunca
25 °C'de absorbans seviyesini 0.01 arttiran enzim miktar1, 1 enzim tnitesi olarak kabul

edilir ve elde edilen sonu¢ EU/mg proteini olarak verilir (Ye et al. 2002).

3.3.3. i¢sel metilglioksal (MG) iceriginin belirlenmesi

Taze bitki dokusu (0.5 gr) siv1 azotla bir havan i¢inde iyice ogutiiliir. Ekstrakt icine 2.5
ml 0.5 M perklorik asit ilave edilir ve 4°C’de santrifiijlenir (12000 rpm). Ekstrakt 15 dk
oda sicakliginda tutulur ve tekrar ayni sartlarda santrifiijlenir. Stipernatan bir tiipe alinir
ve MG 6l¢limii i¢in hazirlanir. Reaksiyon karisimi, 250 pl-7.2 mM 1,2-diaminobenzene,
100 pl-5 M perklorik akid ve 650 pl siipertanatttan olusur. Oda sicakliginda 30 dk sonra

karigimin absorbanst 336 nm de okunur (Kalapos 1999).
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Sekil 3.2. igsel MG igerigi i¢in kullanilan standart grafik
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3.3.4. Glioksalaz | ve glioksalaz Il enzim aktivitelerinin belirlenmesi

3.3.4.a. Glioksalaz |

Taze bitki 6rnekleri (0.5 gr) siv1 azotla bir havan i¢inde iyice o0giitiiliir. Ekstraksiyon, pH
7.0 olan 2.5 ml 100 mM sodyum fosfat tamponu (%50 gliserol, 16 mM MgSOa, 0.2 mM
PMSF ve %0.2 PVP’den i¢cermelidir) i¢inde iyice homojenize edilerek tamamlanir. Elde
edilen 6ziit 4°C’de santrifiijlenir (12000 rpm). Siipernatant aktivite dl¢limii i¢in kullanilir.
Reaksiyon karisimi, pH 7.5 olan 100 mM sodyum fosfat (mono bazik) tamponundan
(tampon 3.5 mM MG, 1.7 mM GSH, 16 mM MgSOs’den i¢ermelidir) olusmaktadir.
Karigimin absorbansi1 240 nm’de kore karsi ol¢iiliir (Kalapos 1999).

3.3.4.b. Glioksalaz 11

Taze bitki &rnekleri (0.5 gr) siv1 azotla bir havan iginde iyice giitiiliir. Oziit {istiine pH
7.0 olan 2.5 ml 100 mM sodyum fosfat tamponu (%50 gliserol, 16 mM MgSOa, 0.2 mM
PMSF ve %0.2 PVP icermelidir) eklenerek iyice homojenize edilir ve 4°C’de
santrifiijlenir (12000 rpm). Reaksiyon karisimi, 3 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7.5)
tamponundan (3.5 mM MG, 300 uM SLG, 16 mM MgSO4 icermelidir) olusmaktadir.
Karisimin absorbansi 240 nm’de 6l¢iiliir (Kalapos 1999).

3.3.5. Lipid peroksidasyonu (MDA olarak) iceriginin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu seviyesinin belirlenmesi i¢in 0.5 gr doku 5 ml %5 TCA i¢inde
homojenize edildikten sonra elde edilen homojenat 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilir. Tiipiin siipernatant kismindan 4 ml alinarak {izerine 1 ml %0.5 TBA ¢ozeltisi ilave
edilir. Reaksiyon karigimi kaynar su banyosunda 30 dakika inkiibe edilir ve reaksiyon
tiiplerin buz banyosuna alinmasiyla sonlandirilir. Ornekler tekrar 10000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilir. Orneklerin siipernatant kismu almarak absorbansi 532 nm’de okunur ve

daha sonra 600 nm’deki non-spesifik absorbsiyon igin absorbans degeri belirlenir.
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Sonuglar MDA (nmol/ml) seklinde verilir (Ananieva et al. 2002). MDA miktarinin

belirlenmesinde agagidaki formiil kullanilir.

MDA (nmol/ml): [ [(A532-A600)-(A440-A600) X (0.0571) ]]/157000] X 106  (3.2)

3.3.6. Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi

Taze bitki dokularindan 0.5 gr doku Ornegi sivi azotla bir porselen havanda iyice
homojenize edilir. Daha sonra homojenizasyon 5 ml soguk aseton (-20°C) ile tamamlanur.
Homojenat ependorf tliplere alinarak +4°C’de 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edilir.
Santrifiij sonrasi1 siipernatanttan 1.5 ml alinarak tizerine sirayla %5°lik Ti(SO4)2’dan 0.15
ml ve %19’luk NH4OH’dan 0.3 ml ilave edilerek iyice karigtirilmistir. Pelet olustuktan
sonra karigim +4°C’de 8500 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Stipernatant kismi dikkatli
bir sekilde atildiktan sonra kalan pelet tizerine 2 M’lik H2SO4 ¢6zeltisinden 3 ml eklenip

karistirilir ve ¢oziilen peletin absorbansi 415 nm’de olgiiliir (Xu

et al. 2006). Hesaplama igin standart grafik hazirlamak i¢in 3 mM’lik %35°lik H20> stok
cozeltisi kullanildi. Stok ¢ozeltiden tiiplere sirasiyla 3.6, 7.2, 10.8, 14.4, 18, 21.6, 25.2,
28.8, 32.4 ve 36 ng H20: igeren hacimler alinmis ve {izerleri soguk aseton ile 1.5 ml’ye
tamamlandi. Bundan sonra, karisima 0.15 ml %5°lik Ti(SO4)2 ve 0.3 ml %19’luk NH4OH
ilave edilmistir. Tiip icide ¢okelek olustuktan sonra +4°C’de 8.500 rpm’de 15 dk daha
santrifiij edilmistir. Stipernatant1 atilan tiiplerdeki peletin tizerine 3 ml 2 M’lik H2SO4
eklenip c¢oziildiikkten sonraabsorbansi 415 nm’de kore karsi okunmustur. Her bir

absorbansa karsilik gelen pg H202 degerlerinden faydalanarak standart grafik olusturulur.
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Sekil 3.3. Hidrojen peroksit (H202) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik
3.3.7. Siiperoksid anyonu miktarinin belirlenmesi

Misir fidelerine ait taze doku 6rnekleri (0.5 gr) 2 ml 65 mM soguk fosfat tamponunda
(pH 7.8) homojenize edilir. Homojenat 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Reaksiyon
karisimi, 1 ml siipernatant {izerine 0.9 ml fosfat tamponu ve 0.1 ml 10 mM hidroksilamin
hidroklorid eklenir. Cozelti iyice karistirilir ve 20 dakika 25°C’de inkiibe edilir. Daha
sonra bu karisimdan 1 ml tizerine 1 ml 17 mM aminobenzen sulfonik asid ve 1 ml 17 mM
1-naphtylamme eklenir karistirtlir. Ornekler 20 dakika 25°C’de inkiibe edilir ve {izerine
3 ml n-butilalkol eklendikten sonra absorbanslari bir UV-spektrofotometrede 530 nm’de
belirlenir. Standart grafik i¢in farkli miktardaki NO2’nin 530 nm’deki absorbansi
belirlenerek yapilir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.4. Siiperoksit anyon (O2") icerigini belirlemede kullanilan standart grafik
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3.3.8. Protein tayini

Yapraklar (0.5 gr) siv1 azotla bir havanda iyice 6giitiildiikten sonra 2.5 ml 100 mM fosfat
tamponunda (pH 6.75) iyice homojenize edildi ve homojenat 15.000 rpm’de 15 dk
boyunca santrifiij edildi. Protein tayini i¢in elde edilen berrak silipernatant kullanildi. Bu
stipernatanttan 20 pl almip, 200 ul BCA (Bicionchonic asit+CuSOa) reaktifiyle
karistirildi ve 60°C’de 15 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi oda isisina gelen
orneklerin absorbanslar1 562 nm’de kore karsi okundu. Orneklerdeki protein miktarimni
hesaplamak i¢in gerekli standart grafik soyle hazirlandi; 1 ml’sinde 1 mg saf protein
iceren standart sigir albiimin (BSA) ¢ozeltisinden 5-20 ug protein igeren hacimler bir
mikro pleyt kuyucuklara yiiklendi ve biitiin tliplerin hacimleri saf su ile 20 pl’ye
ayarland1. Tiiplerin her birine 200 ul BCA reaktifi ilave edilip karistirildi. Kér numune
olarak 200 pl BCA reaktifi ve 20 pl saf su kullanildi kullandi. Hazirlanan pleyt 60°C’de
15 dk inkiibe edildi ve sonra orneklerin absorbanslart 562 nm’de kore karsi okundu.
Yapilan Ol¢iimler sonunda, 562 nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen protein

miktarlari kullanilarak standart grafik elde edildi (Sekil 3.4).

2
y = 0.0754x
—~ 15 R2=10.9848
S
e
S 1
L
€ 05
2
2 0
< 0 5 10 15 20
Protein miktar1 (ng)

Sekil 3.5. Coziinebilir protein miktar: tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.3.9. Klorofil iceriginin belirlenmesi

Bugday bitkisinin yapraklarinda ki klorofil a, klorofil b, karotenoid ve toplam pigment

miktarlarini belirlemek i¢in Witham et al. (1971) tarafindan verilen prosediir uygulandi.
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Bugday bitkisinden alinan yaprak ornekleri 1’er gram olacak sekilde tartild1 ve %80’lik
soguk aseton icerisinde son hacim 10 ml olacak sekilde homojenize edildi. Daha sonra
homojenat filtre kagidindan siiziilerek elde edilen ekstrakt 3000 rpm ‘de 5 dk. santrifiij
edildi. Daha sonra siipernatantlar alinarak 450, 645 ve 663 nm ‘de absorbans degerleri
kaydedildi. Siipernatantlarin ii¢ farkli dalga boyunda kaydedilen absorbans degerleri
asagida verilen esitliklerde yerine konulmasiyla bitki yaprak dokusunun 1 g ‘da bulunan

klorofil a, klorofil b, total klorofil ve karotenoid miktarlar1 mg/doku olarak hesaplandi.

mg/klorofil a/g doku=((12,7*(D663)-2,69*(D645)).(V/1000*W) (3.3)
mg klorofil b/g doku=((22,9(D645)-4,68*(D663)). (V/1000*W) (3.4)
mg toplam klorofil/g doku=((20,2*(D645)+8,02(D663)). (V/1000*W) (3.5)
mg toplam karotenoid / g doku=(4,07*D450)-(0,0435*kl a miktar1 +0,367*kl b miktari)

(3.6)
Esitliklerde;

D: Klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini,
V: %80’lik asetonun son hacmini,

W: Ekstre edilen dokunun gram olarak yas agirligin1 gostermektedir.

3.3.10. istatistik analiz

Calismada sunulan veriler, her bir uygulama grubunda ii¢ bagimsiz 6rnek (3 paralel) ve
her bir 6rnekten 2 tekrar yapildiktan sonra elde edilen 6 degerin ortalamasidir. Verilerin
karsilastirilmasi, SPSS 18 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile yapilmis ve gruplar arasindaki farkliliklar p<0.05 hata seviyesinde

Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Caligmada kullanilan MG ve kitosan konsantrasyonlar1 yapilan 6n deneme ¢aligmalarina
gore belirlenmistir. Bunun i¢in misir tohumlari, MG’nin 0.1, 0.25, 0.50, 1, 3, 4, 10, 15,
20, 25, 50, 75, 100, 200, 300 mM ve kitosanin %0.015, %0.05, %0.1
konsantrasyonlarinda ayr1 ayri bir hidroponik ortamda ¢imlenme ve biiyiimeleri saglandi.
Bu deney sonunda 13.giin kok ve govdeleri (siirgiiniin tamami) hasat edildi. Bu
orneklerden kok govde uzunlugu, klorofil, LPO (MDA olarak) baz1 énemli fizyolojik
parametrelere gore, MG icin 50 ve 100 mM; kitosan icin %0.05 ve %0.1 (w/v)

konsantrasyonlar belirlendi. Calismada asagidaki deneme deseni olusturulmustur.

Kontrol : Genel kontrol

Co.os : %0.05 kitosan uygulamasi
Coa : %0.1 kitosan uygulamasi
MGso : 50 mM MG uygulamast
MGioo : 100 MM MG uygulamasi

Coos+ MGso  : %0.05 kitosan ve 50 mM MG uygulamasi
Co.05+ MGi1oo : %0.05 kitosan ve 100 mM MG uygulamasi
Co1+ MGsp @ %0.1 kitosan ve 50 mM MG uygulamasi
Co1+ MGio : %0.1 kitosan ve 100 mM MG uygulamasi

‘ MG200 ‘

Kontrol MG100 ‘

Sekil 4.1. MG uygulanmus fidelerin yaprak gortintimleri



43

4.1. Kok ve Govde Uzunluklarina Ait Bulgular

Bitki boy uzunluklari Coos ve Co1 uygulama gruplari kontrole gore kokte azalmig
govdede ise artmustir. Tek basina MG konsantrasyonlar1 kontrole gore kokte boy
uzunlugunu anlamli azaltirken, goévdede artirmistir. Coos+tMGso ve Co1+MGso
uygulamalart MGsp konsantrasyonuna gore kokte ve gévdede boy uzunlugunu 6nemli
derecede azalmistir (p<0.05). CoostMGioo Ve Co1+MGioo konsantrasyonlart MGuioo
uygulamasina gore kokte boy uzunluklarin1 anlamli azalmistir. Govde de ise en 6nemli

artis1 Co1+MGioo uygulamasi yapmustir (Sekil 4.2 ve 4.3).

Calismamizda tek basina kitosan ve MG uygulamalari boy uzunluklarin1 kokte azaltmis

govdede arttirmistir.

35 1
= Kontrol @ C0.05 BnCo0.1 aMG50 #MG100

BC0.05+ MG50 ®@CO0.05+ MG100 8C0.1+ MG50 @C0.1+ MG100
30 -

Uzunluk (cm/bitki)

Kok Uzunlugu Govde Uzunlugu
g Uygulamalar £

Sekil 4.2. Bitki boy uzunluklarinin sekil iizerinde gosterilmesi



Cizelge 4.1. Kok ve gdvde uzunluklarina ait bulgular
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Uygulamalar Kﬁl_( . Gﬁw_ie .
(cm/bitki) (cm/bitki)

Kontrol 25.12+£0.06 2 28.79 £0.14¢
Co.05 19.77+£0.04° 29.41 + .36
Coa 17.32+0.054 30.58 £0.99°
MGso 17.13+£0.75¢ 30.44+0.14"
MGuoo 17.93 £0.38¢ 29.81+0.11°¢
Co.05+MGsp 16.42 + 0.649 28.95+0.46%
Co.05+MGago 15.63 £0.68 " 29.18 £ (.58 cde
Co1+MGso 12.55+0.5" 29.53 £ (.35 cde
Co1+MGino 16.96+0.4f 31.66+0.162

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore P<0.05
hata seviyesinde onemsizdir. + standart hatay1 gosterir.

4.2. Yas ve Kuru Agirhiklarina Ait Bulgular

Tek basina kitosan uygulamalarindan Co s kontrole gore yas agirligi govdede 6nemli bir
seviyede azaltmis, kokte artmistir (p<0.05). Yas agirlik Co.1 uygulamasinda ise govdede
ve kokte artmistir. Kontrole gore MGsp uygulamasi hem kokte hem de govdede anlamli
artisa neden olmustur. MGioo uygulamas: ise yas agirlik govdede azalirken, kokte
artmistir (p<0.05). Co.05tMGso, Co.1+MGsp uygulamalart MGsp konsantrasyonuna gore
yas agirliklar kokte diistirmiis, govdede artmistir (p<<0.05). Co.1+ MGaoo Ve Co.0s+ MGa10o

uygulamalari yas agirliklart MGioo Konsantrasyonuna gore gévdede ve kokte artmustir.

Kuru agirlik verileri incelendiginde (Cizelge 4.2), Co.0s Ve Co.1 uygulamalari kontrole gore
kuru agirliklart gévdede 6nemsiz (p>0.05) kokte onemli (p<0.05) seviyede azaltmistir.
Tek basina MGsp uygulamasi kontrole gore kuru agirligr gévdede artirmig, ancak kokte
disiirmiistiir. MGioo uygulamasinda, kontrole gore kuru agirlik kok ve govdede
azalmistir. Kuru agirlik, Co.1+MGso Ve Co.1+MGso uygulamalarinda, MGso uygulamasina
gore, govdede diismiistiir. Kokte ise Co.05+MGso uygulamasinda artmis ancak Co.1+MGso

uygulamasinda diismiistiir. Buna karsilik, Co.0s+MGioo Ve Co.1+MGioo uygulamalarinda
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MG100 uygulamasina gore kokte artmistir. Govdede ise Co.1 MG1oo uygulamasi dnemsiz

artisa neden olurken, Co1+MGso uygulamasinda 6nemli artis belirlenmistir (p<0.05)

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Bitki kuru ve yas agirliklarina ait bulgular

Uygulamalar Yas Agirhik (gr/bitki) Kuru Agirhik (gr/bitki)
Govde Kok Govde Kok

Kontrol 0.792+0.0014°%¢ 0.213+0.0014" 0.058 +£0.0005°>  0.043 +0.0003?
Co.0s 0.685+0.0028f 0.306+0.00069 0.054 +0.0003%  0.041 + 0.0005"
Co1 0.806+0.0036° 0.413+0.0001¢ 0.056 =0.0010°  0.031 + 0.0005¢
MGso 0.855+0.00222 0.396+0.0088° 0.061 £0.00032  0.028 £+ 0.0005¢
MGaoo 0.711+0.0041° 0.392+0.0088" 0.052 +0.0005¢ 0.028 +0.0005¢
Co.0s+tMGso 0.813+0.0012° 0.450+0.0025° 0.044 + 0.0005f 0.034 +0.0005¢
Coos+tMGio  0.777+0.0012¢¢ 0.486+0.00882 0.057 £0.0011°  0.041 + 0.00082°
Co.1+MGso 0.765+0.0015¢ 0.444+0.0020°¢ 0.052 +0.0008%  0.022 + 0.0008f
Co1tMGino 0.732+0.0014¢ 0.442+0.0005¢ 0.062 +0.0005%  0.031 £ 0.0008°

Aynt harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine gore P<0.05 hata

seviyesinde Onemsizdir. * standart hatay1 gosterir.

4.3. Hiicre Zarindaki Elektrolit Sizintisina Ait Bulgular (Canlihik Testi)

Hiicre zarindan elektrolit sizintisi, kontrole gore tek basina kitosan ve MG

uygulamalarinda  artmistir.  CoostMGsp ve  Co1+MGsp  uygulamalart  MGsp

konsantrasyonuna gore elektrolit sizintis1 azalmistir (p<0.05). Co.05+MGioo Ve
Co.1tMGi00 uygulamalart MGioo uygulamasina gore hiicre zarindan elektrolit sizintisi

dismustiir (Sekil 4.3, 4.4 ve Cizelge 4.3).
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Sekil 4.3. MG ve kitosan uygulanmis bitkilerin genel gériiniimii
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Kontrol C0.05 C0.1 MG50 MGlOO C005+ C0.1+ C005+ CO0.1+
MG50 MG50 MG100 MG100

Uygulamalar

Sekil 4.4. Hiicre zarindaki elektrolit sizintis1 verilerinin sekil lizerinde gosterilmesi
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Cizelge 4.3. Hiicre zarindaki elektrolit sizintis1 (canlilik testi)

Uygulamalar Govde (ds/m)
Kontrol 11.24 +0.0260"
Co.0s 24.87 +0.291¢
Co. 24.42 +0.064®
MGso 28.50 +0.050P
MGioo 32.08 + 0.0802
Co.0s+*MGsp 19.23 +0.0129
Co.05*MGioo 27.67 £ 0.040¢
Co1+MGso 20.12 +0.025f
Co1+MGigo 28.79+0.017°

_Aynl harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine gore P<0.05
hata seviyesinde dnemsizdir. + standart hatay1 gosterir.

4.4. Coziinebilir Protein Miktarina Ait Bulgular

Kontrole gore, Co.os uygulamasi kokte 6nemsiz bir artis govdede ise 6nemli bir azalis
gostermistir. Co.1 uygulamasi kokte %37-38 govdede ise %46-47 azaltmistir. MGso kokte
anlamli azalirken gévdede ise anlamli artis gostermistir (p<0.05). MGioo uygulamasi
kontrole gore kokte nerdeyse yari yariya bir azalma govdede Oonemli oranda azalig
gostermistir. Co.0s+MGso Ve Co.1+ MGsp uygulamalart MGso ile kiyasla hem kokte hem
de govdede Onemli azalis gostermistir (p<0.005). Coos+ MG ve Coi+t MGioo
uygulamalari ise MGioo gore Co.os+ MGioo uygulamasi kokte azalmis govdede artmistir.

Co.1t MGioo uygulamasi ise kokte artmig govdede ise degismemistir.
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Sekil 4.5. Protein miktarina ait bulgularin sekil {izerinde ifadesi

Cizelge 4.4. Kok ve govdede protein miktarina ait bulgular

Uygulama Kok Govde
(mg/gr doku) (mg/gr doku)
Kontrol 10.01 £0.1242 17.73 £0.1452
Co.0s 9.96 +0.857% 9.82+0.9561
Co.01 6.43 +£0.448¢ 9.46+0.477°¢
MGso 7.42+0.545° 19.96 +0.881°P
MGi1oo 592+0.721f 11.75+0.144 ¢
Co.05+MGso 6.74 +£0.144 9 13.01 £0.726 °
Co.1+MGsp 7.17+£0.093°¢ 12.99 £0.052°
Co.05+MGi0o 4.93 +0.003°9 13.25+0.125°
Co.1+MGaoo 6.97 £ 0.042 11.76 £ 0.702°¢

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gére P<0.05
hata seviyesinde dnemsizdir. + standart hatay1 gdsterir.
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4.5. Toplam Pigment Miktarina Ait Bulgular

Tek bagina kitosan ve MG uygulamalari kontrole oranla toplam klorofil miktar1 ve toplam
karotenoid miktar1 azalmistir. Coost MGsg ve Coi1+ MGso uygulamalart MGso
uygulamasima gore toplam klorofil ve toplam karotenoid miktarin1 6nemli oranda
artirmistir.  Coos+ MGuoo Ve Co1+ MGaoo uygulamalart ise MGioo toplam karotenoid
miktarin1 6nemli artirmistir (p<0.05). Fakat Coos+ MGioo toplam klorofil miktarinda

Oonemsiz bir azalma gostermistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Toplam pigment miktarina ait bulgualar

Uygulamalar Toplam Klorofil Toplam Karotenoid
(mg/gr) (mg/gr)
Kontrol 0.350 £0.0572 3.496 £ 0.0082
Co.0s 0.220 = 0.057¢ 2.596 +0.014¢
Co1 0.235 +0.028° 2.350 £ 0.028f
MGso 0.236 +£0.033¢ 2.556 £0.029¢
MGioo 0.253 £0.003° 2.603 +£0.012 ¢
Co.0s+ MGso 0.260 = 0.057° 2.600 £ 0.005¢
Co.05t MGaoo 0.246 + 0.033b¢ 2.950 + 0.003¢
Coa+ MGso 0.340 £ 0.0572 3.400 +0.012°
Co1t MGioo 0.260 + 0.001° 2.756 = 0.0344

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore P<0.05 hata
seviyesinde 6nemsizdir. + standart hatay1 gosterir.

4.6. i¢sel MG Miktarina Ait Bulgular

Kontrolle gore igsel MG miktari, MG uygulamasimin her iki konsantrasyonunda da
ozellikle gdvdede ciddi bir artis gdstermistir (Sekil 4.6 ve Cizelge 4.6). Igsel MG miktari,
MGso uygulamasinda kokte kontrole gore azalirken, MGioo uygulamasinda kontrole gore
tic kat artmistir. MG uygulamalarimi kendi aralarinda karsilastirnca MGioo
konsantrasyonu hem kok hem govdede anlamli bir artisa neden olmustur (p<0.05).
Kitosan uygulamalarinda, Coos kontrole kiyasla i¢csel MG miktarinda kokte azalis

govdede ise iki kat artis gostermistir. Co.1 uygulamasinda ise kok ve govdede azalmistir.
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Kitosanin MG ile kombinasyonlarinda en fazla i¢sel MG artis1 govdede Coos+MGsp ile
Co.1+MGao0 uygulamalarinda rastlansa da MGsp ve MG1o0 uygulamalarina gore ciddi bir
azalig gostermektedir (p<0.05). Genel olarak kitosanin MG uygulanmis fidelerin kok ve

govdelerinde i¢sel MG miktarini diisiirdiigli soylenebilir.

Kok Govde
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Sekil 4.6. Icsel MG kok verilierinin sekil iizerinde gdsterilmesi

Cizelge 4.6. I¢sel MG (uM) miktarina ait bulgular

Uygulamalar Kok Govde

Kontrol 0.519+0.002 ¢ 2.27 +0.006 ¢
Coos 0.427 +0.007 ¢ 4.64 £0.105¢
Co1 0.431+0.003 ¢ 1.41+0.005¢
MGso 0.349 +£0.001¢ 11.03 +0.058°
MGu1o0o 1.330+£0.073¢2 11.45 £0.040?
Co.05+MGsp 0.858 £ 0.007° 2.29+0.020¢
Co.05tMGa100 0.402 £ 0.0019 1.03 £ 0.001f
Co.1+MGso 0.413 + 0.034¢ 1.156 £ 0.016f
Co.1+MGaoo 0.394 + 0.0024 2.35+0.010¢

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore P<0.05 hata
seviyesinde 6nemsizdir. + standart hatay1 gosterir.
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4.7. Gly I Enzim Aktivitesine Ait Bulgular

Kontrole gore tek basina kitosan uygulamalari Gly I enzim aktivitesi hem kok hem

govdede onemli oranda artirmistir (p<<0.05) (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7). Aktivite, MGsg ve

MGa100 uygulamalarinda ise kokte kontrole kiyasla 6nemli derece artmis (p<0.05), MGso

ve MGioo uygulamalarinda ise govdede azalmistir. Diger taraftan Coos+MGso

uygulamasinda Gly I aktivitesi kok ve gdvdede artis gostermistir. Bu artis 6zellikle kokte

%40 oraninda olmustur (p<0.05). Gly I enzim aktivitesinin, kitosanin MG ile

kombinasyonlar1 ile hem kok hem de govdede 6nemli oranda artis gosterdigi ileri

stiriilebilir (Cizelge 4.6).

100 ~

90 -

Gly I enzim akrivitesi (EU/mg protein)

& Kontrol

=C0.1

MG100
£C0.05+ MG100
& C0.1+ MG100

@ C0.05

= MG50

@ C0.05+ MG50
&C0.1+ MG50

Uygulamalar

Sekil 4.7. Gly I enzim aktivitesine ait bulgularin sekil iizerinde gosterimi



52

Cizelge 4.7. Gly | enzim aktivitesine ait bulgular

Kok Govde

Uygulamalar (EU/mg protein) (EU/mg protein)
Kontrol 49.0 +0.0019 53.0 £ 2.64%
Co.os 55.33 £ 1.76 66.33 £2.662
Cou 81.0 + 0.00° 67.23 +0.00f
MGso 59.0 + 1.73f 43.0 + 0.00f
MG100 64.80 + 1.90¢ 49.0 + 1.0%
Co.057MGso 82.0 £2.00° 55.0 +1.73P
Co.05+MGaoo 89.30 +0.332 44.0 + 1.00°
Co1+MGso 74.91 + 1.04¢ 45.0 + 1.00°f
Co.1+MG10o 70.33 + 0.66¢ 56.07 +1.07°

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore P<0.05 hata
seviyesinde 6nemsizdir. + standart hatay1 gosterir.

4.8. Gly 1l Enzim Aktivitesine Ait Bulgular

Kontrole gore Gly II enzim aktivitesinde Coos kokte %30 govdede ise %40 oraninda
arttirmigtir. Co.1 kokte azaltmis, govdede ise artirmigtir. MGsg Ve MGioo konsantrasyonlari
kontrole gore hem kok hem govdede anlamli bir artis gostermektedir (p<0.05). Kokte
kitosanla MG kombinasyonlarina bakildig1 zaman ii¢ uygulamada artis gézlemlenirken

Co.1t MGsp konsantrasyonunda azalis goriilmektedir.

Govde de tek basina kitosan uygulamalar1 kontrole kiyasla hem kok hem de govde de
artig gosterirken, sadece kokte Co1 uygulamasinda azalig goriilmistiir. Ayni sekilde tek
basina MG uygulamalar1 kontrole kiyasla hem kok hem de govde de Gly II aktivitesini
onemli oranda artirmistir. Govdede kitosanin MG kombinasyonlar1 degerlendirildigi
zaman Coost MGioo uygulamasi MGsp uygulamasina kiyasla azalis gostermektedir
(Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Gly II enzim aktivitesine ait bulgularin sekil tizerinde ifadesi

Cizelge 4.8. Gly Il enzim aktivitesine ait bulgular

Kok Govde

Uygulamalar (EU/mg protein) (EU/mg protein)
Kontrol 51.0+0.57f 9.63 +0.679
Co.s 75.50 £0.28¢ 13.73 £0.13¢f
Coa 49.0 £ 0.57° 14.66 +0.16°
MGso 89.0+0.57¢ 20.45 + 0.46%
MGaoo 91.50 = 0.28¢ 2222 +£0.61%
Co.05+MGso 98.0 £ 0.57¢ 30.02+0.42
Co.05+MG100 138.83 £ 1.942 13.40 + 0.50f
Co1+MGso 73.05+£0.12¢ 21.21 +£0.81¢%
Co.1+MGigo 116.66 +1.20° 23.10£0.10P

Aynt harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine gére P<0.05
hata seviyesinde onemsizdir. + standart hatay1 gosterir.

4.9. LPO (MDA olarak) icerigine Ait Bulgular

LPO miktari, kitosan uygulamalarinda kontrole gore gévdede ve kokte azalmistir (Sekil

4.9 ve Cizelge 4.9). Tek basma uygulanan MG’nin her iki konsantrasyonunda LPO
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miktar1 kontrole gére hem kok hem govdede artmistir. CoostMGsp ve Co.1+MGso
uygulamalar1 hem gévdede hem de kokte LPO miktarint MGso konsantrasyonuna gore
azaltmistir. Coo5+MG10 VeCo1+MGioo uygulamalarinda LPO miktari, MGioo

uygulamasina gore, hem gévde hem de kokte azalmistir (p<0.05).

0.6 -
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Sekil 4.9. LPO (MDA olarak) icerigine ait bulgularin sekil tizerinde sunumu

Cizelge 4.9. Kok ve govde LPO (MDA olarak) igerigine ait bulgular

Uygulama Kok Govde
(nmol/gr doku) (nmol/gr doku)
Kontrol 0.157 £ 0.0015¢ 0.409 +0.0011¢
Co.os 0.113 £0.00159 0.280 = 0.0028°
Co.o1 0.124 £ 0.0020f 0.314 +0.0020f
MGso 0.200 £ 0.0026° 0.442 +0.0014°
MGuioo 0.232 +0.00442 0.478 £0.00172
Co.05+MGso 0.148 +£0.0032¢ 0.283 +£0.0017¢
C0.05+MG100 0.163 +0.0006¢ 0.395 +0.0029¢
Co.1tMGsg 0.176 £0.0010° 0.413 +0.00159
Co.1+*MG10o 0.125 £ 0.0020f 0.425 +0.0023°¢

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine gére P<0.05 hata

seviyesinde Onemsizdir. & standart hatay1 gosterir.
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4.10. H20:2 I¢erigine Ait Bulgular

Cizelge 4.10 incelendiginde, Co.05 Ve Co.1 uygulamalari kdkte kontrole gére H20z2 igerigini
Onemsiz seviyede artirirken, govde azaltmistir. Tek basina MGsg ve MG1oo uygulamalari
H20> igerigini kontrole kiyasla kokte ve govdede onemli seviyede artirmistir. Ancak
Co05tMGsp ve Co.1+MGsp uygulamalart MGsp uygulamasia gore, kokte ve govdede
azaltmistir. Co.05+MGa1o0 Ve Co.1+MG100 uygulamalari da MGioo uygulamasina gore hem
kok hem de govdede H20: igerigini 6nemli seviyede azaltmistir (Cizelge 4.10, ve Sekil,
4.10.).

Yukaridaki veriler genel olarak degerlendirildiginde, MGsp uygulamasi gévdeye gore
kokte daha anlamli bir artig gosterirken, MGioo uygulamasi hem kokte hem de gévdede
H202 icerigini Onemli oranda artirmistir. Buna karsilik  kitosanintMG

kombinasyonlarinda hem kokte hem de gévdede genel olarak H2O> igerigi diismiistiir.
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Sekil 4.10. H202 igerigine ait bulgularin sekille ifade edilmesi
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Cizelge 4.10. Kok ve govdede H2O> igerigine ait bulgular

Uygulama Kok Govde
(nmol/ml) (nmol/ml)

Kontrol 0.666 = 0.120° 1.324+0.578
C0.05 0.680 +0.100¢f 1.20 +0.300 ¢
C0.01 0.650 + 0.001f 0.983 +£0.491 ¢
MG50 0.843 +0.260° 1.25+0.371°b¢
MG100 0.933 +£0.0882 1.60 £0.360°
C0.05+MG50 0.680 +0.106° 1.250 +0.115 %
C0.1+MG50 0.660 = 0.057¢ 1.220 + 0.500 bed
C0.05+MG100 0.730 £ 0.057¢ 0.962 £0.236°¢
C0.1+MG100 0.800 £0.057¢ 1.123 +£0.366 9

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine gére P<0.05
hata seviyesinde onemsizdir. + standart hatay1 gosterir.

4.11. Siiperoksit Anyonu (O2°) i¢cerigine Ait Bulgular

Verilerimize gore tek basina kitosan uygulamalarinin her ikisi stiperoksit anyon igerigini,
kokte artirirken, gévdede sadece Co.1 uygulamast bir artisa neden olmustur (Cizelge 4.11
ve Sekil 4.11). MGso ve MGioo uygulamalart kontrolle oranla kokte ve govdede
siiperoksit anyon igerigini ciddi oranda artirmistir (p<0.05). Ancak Coos+MGso Ve
Co.1tMGsp uygulamalart MGsp’ye gore siiperoksit anyon igerigini azaltmistir. Govdede
ise Co.1+MGsp uygulamasi siiperoksit anyon igerigini diistirmede daha basarili olmustur.
Co05tMGioo ve Co1+MGioo uygulamalari, MGioo dozuna kiyasla kokte igerigi
diistirmustiir. Govdede ise ayni uygulamalardan Co.1+MGioo uygulamasi siiperoksit anyon

icerigini diisiirmede basarili olmustur (Cizelge 4.11).

Genel bir degerlendirme yapildiginda, MGso ve MGioo uygulamalar1 hem kok hem de
govdede siiperoksit anyon igeriginde artig gdstermistir. Siiper oksit anyon igerigi, MG ve

kitosan kombinasyonlarinda kokte ve govdede genel olarak diismiistiir.
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Sekil 4.11. Siiperoksit anyonu (O2") igerigine ait bulgularin sekille ifadesi

Cizelge 4.11. Kok ve govdede siliperoksit anyonu (O2”) igerigine ait bulgular

Kok Govde

Uygulamalar (nmol/ml) (nmol/ml)
Kontrol 1.663 +0.2189 0.590 £ 0.115¢%
Co.0s 1.850 £ 0.115¢® 0.576 £0.233¢
Cou 1.983 +0.1414 0.660 + 0.057b¢
MGso 2.433 +0.088"P 0.630 +0.173¢d
MGi1oo 2.680+0.0572 0.696 + 0.003 &
Co.05+tMGso 2.110£0.513°¢ 0.663 +0.145%
Co.05tMG100 1.740 £ 0.052f 0.736 £0.1332
Co1+MGsp 1.973 +0.321¢ 0.566 £ 0.185¢
Co01+*MGano 2.016 +£0.176¢ 0.570 £ 0.208¢

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore P<0.05 hata
seviyesinde 6nemsizdir. + standart hatay1 gosterir.

4.12. SOD Enzim Aktivitesine Ait Bulgular

Kontrole gore, Co.0s uygulamasi kdkte SOD enzim aktivitesini degistirmemistir. Govdede
ise %30 oraninda artmistir. Co1 uygulamasi hem kokte hem govdede SOD enzim

aktivitesinin artirmigtir. Aktivitede MGso Ve MGaioo konsantrasyonlar1 kok ve govdede
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anlamli bir degisiklige neden olmamistir (p>0.05). CoostMGsg ve Co1+MGsg
uygulamalar1 kok ve govdede SOD enzim aktivitesini artirirken, Co.0s+MG100 uygulamasi
kokte anlamli artisa, gdvdede ise azalmaya neden olmustur. Co1+MGi100 uygulamasi ise

kokte azalma, govdede artisa neden olmustur (Sekil 4.12 ve Cizelge 4.12).

Genel bir degerlendirme yapildiginda, MG’nin her iki konsantrasyonu kontrolle gore
SOD enzim aktivitesinde hem kok hem de govdede Onemsiz bir artis olusturmustur
(p>0.05). Kitosan+tMG kombinasyonlarinda genel olarak kok ve gévdede SOD enzim
aktivitesini artmistir. Kitosanin her iki konsantrasyonu, MGs ile kombinasyonunda SOD

enzim aktivitesini hem kdk hem de govdede stimiile edilmistir.
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Sekil 4.12. SOD enzim aktivitesine ait bulgularin sekille ifadesi
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Cizelge 4.12. Kok ve govdede SOD enzim aktivitesine ait bulgular

Kok Govde

Uygulamalar (EU/mg protein) (EU/mg protein)
Kontrol 23.0 £ 0.46° 10.94 +0.14¢
Co.05 23.0+£1.49° 14.06 £0.712
Coa 32.91 £0.37% 14.45 £ 0.66?
MGso 23.26 £1.17° 10.98 + 0.54°¢
MGuoo 22.18 £0.51°¢ 12.06 + 0.5530¢
Co.05+MGso 36.24 +3.182 13.55 £0.92%
Co.05+MGgo 29.26 +1.22° 10.82 +0.96°
Co1+MGso 33.12+£2.28% 11.49 +£0.85%
Co1+*MGi00 18.77 £0.91¢ 13.44 +(0.89%

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore P<0.05 hata
seviyesinde 6nemsizdir. + standart hatay1 gosterir.

4.13. CAT Enzim Aktivitesine Ait Bulgular

Veriler incelendiginde (Sekil 4.13 ve Cizelge 4.13), Co.0s Ve Co.1 uygulamalari kontrole
gore kokte CAT enzim aktivitesini ciddi bir sekilde artirmis, govdede ise onemli bir
azaltmistir (p<0.05). MG’nin her iki konsantrasyonu kokte kontrolden daha yiiksek bir
aktivite gosterirken, govdede ise tam tersi bir etki gostermistir. Co.0s+MGso Ve Co.1+MGsp
uygulamalar1t MGsp uygulamasina gore kokte CAT enzim aktivitesini 6nemli seviyede
azaltmis, govdede CoostMGioo Ve Co1+MGsp uygulamalarinda anlamli bir etki
goriilmemistir (p>0.05). Co.05+MG100 Ve Co1+MG100 kombinasyonlar: gévdede ciddi bir
artisa neden olmustur. Kokte ise aktivitede Coos+MGioo uygulamasinda azalis,

Co.1+MGioo uygulamasinda artig goriilmektedir (Cizelge 4.13).

Genel olarak CAT enzim aktivitesini kok ve govdede degerlendirdigimizde kokte tek
basina uygulanan kitosan ve MG’ nin her iki konsantrasyonlarinda ciddi bir artiga sebep
olurken govdede azalis gozlenmistir. KitosanintMG kombinasyonlarinda kokte genel
olarak azalis, gdvdede ise artis goriilmiistiir. Ozellikle Co.1+MGioo uygulamasi hem kokte

hem de govdede yiiksek CAT aktivitesini gostermistir.
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Sekil 4.13. Kok ve govdede CAT enzim aktivitesine ait bulgularinin sekille ifadesi

Cizelge 4.13. Kok ve govdede CAT enzim aktivitesine ait bulgular

Kok Govde

Uygulamalar (EU/mg protein) (EU/mg protein)
Kontrol 50.27 £ 4.13f 75.13+3.061 P°
Co.05 201.70 £00.12 37.33+1.20°
Cou 129.13+0,66% 54.00+3.46¢
MGso 149.23+0.33P 69.00+3.00bcd
MGu1oo 117.20+0.01¢ 67.194+ 0.02bcd
Co.05+MGso 119.86+0.444 79.0+ 4.0.01°
Co.05+MG10o 98.40+0.001 © 134.0+= 0.0012
Co.1+MGsp 97.34+0.001° 60.73+2.333%
Co.1+*MGi1oo 140.60+0.01°¢ 130.0 + 13.00?

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine gore
P<0.05 hata seviyesinde dnemsizdir. + standart hatay1 gosterir.
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4.14. APX Enzim Aktivitesine Ait Bulgular

Calismada Coos Ve Co1 uygulamalart APX aktivitesi iizerinde kontrole gore kok ve
govdede anlamli artig gostermistir (p<0.05). Tek basina MG uygulama grubunda MGsg
uygulamasi aktiviteyi kokte diislirmiis, gdvdede ise %57 yakin artisa neden olmustur
(Sekil 4.14 ve Cizelge 4.14). MG1oo hem kokte hem de govdede ciddi bir azalmaya neden
olmustur. KitosanintMG uygulamasiyla aktivite genel olarak kok ve govdede
artmaktadir. Sadece Co.1+MG100 uygulamasinda kokte onemli azalis meydana gelmistir

(Cizelge 4.14).
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Sekil 4.14. Kok ve govdede APX enzim aktivitesine ait bulgularin sekil {izerinde sunumu
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Cizelge 4.14. Kok ve govdede APX enzim aktivitesine ait bulgular

Kok Govde

Uygulamalar (EU/mg protein) (EU/mg protein)
Kontrol 195.80 £ 0.006 2.923 +£0.003"
Co.05 198.21 £0.0¢ 6.110 £0.08
Coa 220.84 +1.033¢ 8.410+0.1002
MGso 176.93 £ 1.5479 4.580 + 0.09
MGuoo 127.69 + 1.000" 1.733 £0.015!
Co.0s5+ MGso 293.76 £0.721° 7.556 +£0.021°¢
Co.05+ MGioo 298.04 +0.3182 5.973 £0.021°
Co.1+ MGsp 224.76 +0.720° 7.646 £ 0.006°
Co1t+ MGago 105.26 £ 0.001! 6.866 + 0.008¢

Ayn harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore
P<0.05 hata seviyesinde dnemsizdir. + standart hatay1 gosterir.

4.15. GPX Enzim Aktivitesine Ait Bulgular

Kitosanin ve MG’nin tek basina uygulamalarinda hem kék hem gévdede kontrole gore
GPX aktivitesi dnemli artis gdstermistir (p<0.05). Ilave olarak Co,05+MGso Ve Co.05+MGsg
uygulamalari da aktivitede kok ve govdede genel olarak artisa neden olmustur (Sekil 4.15
ve Cizelge 4.15). CoostMGioo Ve Co1+MGigo uygulamalarinda ise aktivitede govdede

onemli azalig goriiliirken, kokte artis saglanmistir (Cizelge 4.15).

Bulgular genel olarak degerlendirildiginde, calismamizda kitosan+MG uygulamalarinin
her ikisi, MG grubuna gore kiyaslandiginda koklerde GPX aktivitesini artirmus,

gbovdelerde ise onemli oranda diistirmiistiir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. GPX enzim aktivitesine ait bulgularin sekil {izerinde sunulmast

Cizelge 4.15. Kok ve govdede GPX enzim aktivitesine ait bulgular

Kok Govde
Uygulamalar (EU/mg protein) (EU/mg protein)
Kontrol 6.261 £0.79¢ 479.33 +12.333¢
Co.os 7.498 +0.57f 656.0 = 23.643P
Cou 9.143 £0.14 be 601.33 + 35.55b¢
MGso 8.51 £0.066 ° 546.33 +22.100¢
MGuoo 7.56 +0.063 ¢ 778.33 £23.352
Co.os5+ MGso 10.48 £0.332 538.33 £ 11.57%
Co.05+ MGaoo 9.79 £ 0.36% 381.66 £41.36°
Co1+ MGso 8.69 £0.10° 542.0 £0.001 ¢
Co1t+ MGso 8.94+042°¢ 513.33 £26.078 ¢

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gére P<0.05
hata seviyesinde dnemsizdir. + standart hatay1 gdsterir.
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4.16. GR Enzim Aktivitesine Ait Bulgular

Elde edilen veriler incelendiginde (Sekil 4.16 ve Cizelge 4.16), kokte ve govdede kontrole
oranla tek basina Coos uygulamasi aktiviteyi diistirmiistiir. Ancak, Co.1 uygulamasi ise
aktiviteyi yiikkselmistir. MG’nin tek basma olan her iki uygulamasi hem kokte hem
govdede aktiviteyi kontrole gore azaltmistir. Co.os+MGsp Ve Co.1+MGso uygulamalari
MGso uygulamasina gore hem kokte hem de govdede aktivite lizerinde dnemli bir artig
gostermistir (p<0.05). CoostMGi00 Ve Co1+MGioo uygulamalar 6zellikle kokte artis
gostermistir. Coos+tMGi1oo uygulamasi aktiviteyi govdede disiiriirken, Co1+MGaoo

uygulamasi ise artisa neden olmustur.

Bu bulgular genel olarak degerlendirildiginde, tek bagina MG uygulamalari, kontrole gore
GR aktivitesini kok ve gdovdede onemli seviyede diislirmiistiir (Cizelge 4.16). Diger
taraftan calismamizda kitosantMG uygulamalarimin her ikisi, MG grubuna gore
kiyaslandiginda kok ve govdede GR aktivitesini dnemli seviyede artirmistir (Cizelge

4.16).
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Sekil 4.16. GR enzim aktivitesine ait bulgularin sekille ifadesi



Cizelge 4.16. Kok ve govdede GR enzim aktivitesine ait bulgular
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Kok Govde

Uygulamalar (EU/mg protein) (EU/mg protein)
Kontrol 89.77 £0.073¢ 128.29 £0.215°
Co.os 75.45 +0.083" 110.54 +0.346°
Coa 99.07 £0.001¢ 144.45 £ 1.6062
MGso 80.48 + 0.040f 79.380 = 0.0
MG100 75.08 £0.001* 91.74 + 0.003f
Co.0st MGso 106.93 = 0.030° 93.92 +0.020¢
Co.05t MGigo 97.65 £ 0.004¢ 89.88 +0.020°
Co.1+ MGsp 109.03 + 0.2432 94.75 + 0.046°
Coa1+ MGigo 79.67 £0.0469 105.51 +0.352¢

Ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore P<0.05

hata seviyesinde onemsizdir. + standart hatay1 gosterir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Metilglioksal (MG), bitki hiicrelerinde 6zellikle stresli kosullarda karbohidrat, lipid ve
protein katabolizmasinin bir yan {iriinii olarak yiiksek seviyede iiretilir. Hiicrelerde
MG’ nin yiiksek dozlari, hem mutagenik hem de genotoksik etkilere neden olur (Yadav et
al. 2008). Ornegin stres kosullarinda glikoliz yolag: ara iiriinlerinin asir1 birikiminden
dolayi, MG vyiiksek hiicresel konsantrasyona ulasir. Boyle diizeylerde MG’nin hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi, proteinlerin deneturasyonuna ve antioksidatif
mekanizmanin inaktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir. MG toksisitesi hayvansal
organizmalarda yogun ¢alisilmis olmasina ragmen, bitkilerde 6zellikle ekzojen MG nin
detoksifikasyonu, biyokimyasal ve fizyolojik etkileri konusunda yeterli arastirma
bulunmamaktadir (Kaur et al. 2016; Hoque et al. 2016). Diger taraftan, son yillarda bir
kitin tiirevi olan kitosanin bitki aktivatorii olarak davrandigi ve bitki stres cevabinin
diizenlenmesine katki saglandigi ileri siiriillmektedir (Montazer and Afjeh 2007; Elibol
2008; Ahmed et al. 2020). Ornegin, kitosan ve tiirevlerinin, biyotik stres altindaki bitkide
hem enfeksiyon bolgeleri ¢evresinde lokal olarak hem de bitkinin saglikli kisimlarim
uyarmak i¢in sistemik olarak bir dizi bitki cevabini artiran gii¢lii indiikleyiciler olarak
islev gordiigii bilinmektedir. Bunlar erken sinyal olaylarinin yani sira fitoaleksinler ve
PR-proteinleri gibi savunmayla ilgili metabolitlerin ve proteinlerin birikmesini de igerir
(El Hadrami et al. 2010). Bitkilerde kitosanin etki mekanizmasi heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Bununla birlikte, kitosanin bitkilerde bir dizi savunma cevabini
indiikledigini gosteren bir¢ok rapor vardir. Bilindigi gibi mantar hiicre ceperlerinde
bulunan kitine 6zgii spesifik reseptorler, bitki hiicre zarlarinda bulunur ve patojenlere
kars1 gli¢lii savunma cevaplari saglar. Bitkiye kitosan gibi kitin tiirevli bir uygulama, kitin
iceren organizma ile ilgili bilesikleri taklit ettikleri i¢in savunma mekanizmalarini aktive
eder (Hidangmayum et al. 2019). Mevcut arastirmada, kontrollii laboratuvar
kosullarindaki hidroponik sistemde yetistirilen misir (Zea mays cv. Arifiye) bitkilerinde
eksojen MG toksisitesinin yatistirilmasinda eksojen kitosan uygulamasinin fizyolojik ve

biyokimyasal etkileri arastirilmistir.
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Caligmamizda misir bitkisinde MG toksisitesinin kitosan uygulamalari ile iyilestirilmesi
belirlenirken, dncelikle bitki kok-govde uzunlugu ve yas-kuru agirlik gibi fizyolojik
parametreler degerlendirilmistir. Bunlara ilave olarak MG’yi hiicresel diizeyde siipiiren
ve MG detoksifikasyonunda temel rolii olan glioksalaz sistemi enzim (glioksalaz-l ve
glioksalaz-11) aktiviteleri Olglilmiistiir. Bu iki enzim aktivitesinin artmasi, MG’nin
asamali olarak toksik etkisini ortadan kaldirmada biiyiik 6neme sahiptir. Ayrica, MG gibi
stres esnasinda hiicrelerde asir1 iiretilen ROS bilesiklerinin degisimi de stres cevabinin
belirlenmesinde 6nemlidir. ROS’lar hiicre membranlarina saldirir ve fosfolipidlerin
oksidasyonunu artirarak hiicresel hasara sebep olur. Boyle bir durumda membranlarin
oksidasyon derecesi Olgiilerek bitkinin stresten korunup korunamadigi hakkinda fikir
sahibi de olunabilmektedir. Hiicre membranlarinda fosfolipidlerin en 6nemli oksidasyon
iiriinii malondialdehittir (MDA). Bu bilesigin artmasi stres zararinin yiikseldigine isaret
eder ve membranlarda hasarin bir 6lgiitii olarak kullanilir. Ayrica stres zararinin
azaltilmasinda ROS bilesiklerinin hiicrelerden temizlenmesinde katalaz (CAT),
siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve
guaiakol peroksidaz (GPX) gibi antioksidan enzim aktivitelerinin artisi da 6nemlidir
(Foyer and Noctor 2005; Kaur et al. 2016; Hoque et al. 2016). Calismada bu parametreler
ayrt ayr1 ve birlikte degerlendirilerek kitosanin MG stresini yatistirmada etkisi

tartisilmastir.

Caligmada, model bir organizma olarak musir fide yapraklarina (9 giinliik) 6nce kitosanin
%0.05 ve %0.1 konsantrasyonlari uygulanmis ve bundan 1giin sonra (10. giin) ayni
fideler MG’nin 50 ve 100 mM MG dozlarina maruz birakilmistir. MG uygulamasindan 3
giin sonra (13. giin) fideler hasat edilmistir. Literatiirde de g¢alismamizdaki gibi bazi
bitkilerinde benzer sekilde uygulama yapilarak kitosanin etkisinin denendigi arastirmalar
bulunmaktadir (Ozdemir 2014; Shahri 2018). Ayrica kitosanin yapraktan uygulamasi
bircok bitki sisteminde ve cesitli amaclarla bildirilmistir. Ornegin, bir kitosan
pentamerinin yapraktan uygulanmasi, uygulamadan bir giin sonra soya fasulyesi ve

musirin birgok fizyolojik parametreyi etkilemistir (El Hadrami et al. 2010).
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MG toksisitesinin bitkilerde siirgiin (gévde) ve kok uzunlugunu etkileyerek bitki biiytime
ve gelisimini 6nemli derecede etkiledigi bazi aragtirmalarda rapor edilmistir (Paulus et al.
1993; Kaur et al. 2016). Bu nedenle ¢alismamizda da oncelikle hem tek basina kitosanin
hem de MG’nin farkl: farkli dozlari ile bunlarin kombinasyonlarinin misir fidelerinde kok
ve govde (siirgiin) uzunluklarinda meydana gelen degisimler ¢calisilmistir. Bulgulara gore
tek basina kitosan ve MG uygulamalar1 kontrole gore kok uzunluklarint diistirmiistiir
(Cizelge 4.1). KitosantMG uygulamalar1 tek basina MG uygulamasma gore kok
uzunluklarimi artirmada basarili olamamis ve kok uzunluklarmi diistirmistiir. Ayni
uygulamalar misir govdelerinde degerlendirildiginde koklerde elde edilen bulgulara ters
bir etki belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bir ¢alismada kitosan uygulamasinin frenk kimyonu
bitkisinde (Carum copticum) ¢imlenme yiizdesi, kok govde uzunlugu ve kuru madde
miktarinda artisa neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Mahdavi and Rahimi 2013). Ancak
misir bitkisinde %0.01 kitosan uygulamasinin koklerde hafif bir artisa neden olurken,
govde iizerinde anlamli bir etki yapmadig1 belirlenmistir (Shahri 2018). Tlave olarak, bir
kitosan pentamerinin yapraktan uygulanmasi, misir ve soya fasulyesi bitki boyunun, kok
uzunlugunu, yaprak alanini ve toplam kuru kiitleyi etkilemedigi ileri stiriilmiistiir (El
Hadrami et al. 2010). Bu bulgular ¢alisilan konsantrasyonun dnemini gostermektedir.
Diger taraftan tek basina kitosan ve MG uygulamalar1 kontrole gore govdelerde artisa
neden olurken, bunlarin kombinasyonlarinda tek basina MG uygulamasina gore genelde
anlamli bir fark (P>0.05) belirlenememistir. Grafik incelendiginde sadece Co.1+MGioo

uygulamasi govde uzunlugunu artirmistir.

MG toksisitesinin bitkilerde yas ve kuru agirlig1 etkileyerek bitki biiylime ve gelisimini
onemli derecede etkiledigi bazi arastirmalarda rapor edilmistir (Paulus et al. 1993; Kaur
et al. 2016). Caligmamizda tek basina kitosan ve MG uygulamalar1 kok ve govdelerde
yas agirliklar1 genelde artirmistir (Cizelge 4.2). Kitosan+MG uygulamalar1 da tek basina
MG uygulamasina gore yas agirliklar1 genelde artirmistir (Cizelge 4.2). Bu verilere gore
tek basina kitosan ve MG uygulamalar1 yas agirligt artirmis ve ilave olarak bu iki bilesigin
kombinasyonu bu artist daha fazla ilerletmistir. Literatiirde turp bitkisi (Raphanus
sativus) tizerinde yapilan bir ¢alismada kitosanin bitki yas agirliklarini artirdign ileri

strilmistir (Mosa et al. 2011). Tek basina MG uygulamasmin da belirli bir



69

konsantrasyona kadar bitki yas agirlik iizerinde olumlu etki yaptigi ileri siiriilmiistiir (Li
et al. 2017). Shahri 2018 de musir bitkilerinde %0.01 kitosan uygulamasinin bitki yas
agirhigini hafif derecede stimiile ettigini rapor etmistir. Baz1 ¢alismalarda, kitosanin
yapraklara uygulandiktan sonra fasulye bitkilerindeki terlemeyi azaltabildigi agiklandi.
Yazarlar, bu aktivitenin, uygulanan yapraklardaki absisik asit (ABA) icerigindeki artis
sayesinde gerceklestigini gOstermistir. Tarama elektron mikroskopisi ve diger
histositokimya tekniklerini kullanarak, ABA icerigindeki artis lizerine kismi bir stomatal
kapanmanin meydana geldigini ve su buhar1 ve genel terleme hizinda bir azalmaya yol
actig1 gosterildi (E1 Hadrami et al. 2010). Calismamizda kitsoan+MG uygulamasinin
etkisinde yas agirligin artis1 bu nedenle siirpriz olmayabilir. Bu etki hem kitosan hem de
MG nin bitkide stomalarin kapanmasina ve bu nedenle de dokularda bagil su tutulumun
armasindan kaynaklanabilir. Bu Onerinin desteklenmesi i¢in daha ayrintili ¢aligmalara
ihtiyag  bulunmaktadir. Calismamizda bitki kok-govde kuru agirhk verileri
degerlendirildiginde (Cizelge 4.2), kitosan uygulamasinin kok ve gévde kuru agirliklarini
hafif derecede diisiiriirken, MG uygulamalari, 6zellikle de 100 mM MG, kuru agirligt her
iki dokuda olumsuz etkilemistir. Kitosan+MG uygulamalarinda ise 6zellikle %0.1 kitosan
her iki MG uygulamasinda azalan kuru agirligi iyilestirebilmistir (Cizelge 4.2). Bu
verilere gore bitkiye MG uygulamasindan dnce uygulanan kitosan, MG etkisiyle azalan

bitki kuru agirligini iyilestirebilmigtir.

Stres kosullarinda hiicresel membranlarda hasar oldugundan membran gegirgenligi
bozulur ve hiicrelerden iyon sizintist artar (canlilik azalir). Bu iyon sizintis1 seviyesi
Olgiilerek stres derecesi hakkinda onemli veriler elde edilir (Tasgin et al. 2003).
Caligmamizda kitosan ve MG uygulamalar1 misir fideleri yapraklarinda iyon sizintisini
artirmistir (Cizelge 4.3). MG uygulamasinda iyon sizintinsin kontrole gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Buna karsilik MG uygulanmis fidelerde kitosan uygulamasi
yapraklarda MG etkisiyle artan iyon sizintisini diisiirmiistiir, yani canlilig1 artirmistir
(Cizelge 4.3). Literatiirde kitosan ve MG uygulamalarinda iyon sizintis1 miktari

degerlendirilmediginden bu veriler baska bitkilerde de test edilmeye ihtiya¢ duymaktadir.
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Stres kosullarinda dokularda ¢oziinebilir protein miktar1 degerlendirilerek bitkinin stres
cevab1 hakkinda 6nemli bir veri saglanabilmektedir. Calismamiza tek bagina kitosan ve
MG uygulamalar1 birbirinden bagimsiz olarak kontrole gore kok ve govdede toplam
¢oziinebilir protein igerigini genelde diistirmiistiir (Cizelge 4.4). Ancak kitosan+MG
uygulama gruplarinda tek basina MG grubuyla kiyaslandiginda, protein igerigi 6zellikle
koklerde onemli (P<0.05) seviyede artmistir. MG’nin tek basina bitkilerde protein
igerigini diisiirdiigiine ait bazi kanitlar bulunmaktadir (Wu and Juurlink 2002; Hoque et
al. 2010). Kitosanin ise polimer biiyiikliigiine ve konsantrasyona bagl olarak bitkide
protein igerigini artirabildigi veya etkilemedigi ileri siiriilmiistiir (Acemi and Acemi 2019;
Muley et al. 2019). Elde ettigimiz verilere gore, MG toksisitesinin arttig1 kosullarda

kitosan uygulamasinin protein iceriginde iyilesme sagladig: ileri siiriilebilir.

Oksidatif stres kosullarinda bitkide fotosentetik pigmentlerin icerigi en hizli etkilenen
parametreler arasindadir. Bu sebeple klorofil ve karotenoid igerigi MG ve ROS diizeyleri
artisginda siklikla degerlendirilmektedir. Calismamizda tek basina kitosan ve MG
uygulamalari kontrole gore toplam klorofil (klorofil a+b) ve karotenid icerigini genelde
diistirmustiir (Cizelge 4.5). Ancak kitosantMG uygulama gruplarinda tek basma MG
grubuyla kiyaslandiginda hem toplam klorofil hem de karotenoid igerigi 6nemli (P<0.05)
seviyede artmistir. MG ve kitosanin klorofil ve karotenoid igerigini tek basina
uygulandiklarinda diisiirdiiklerini gdsteren bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin iki
feslegen (Ocimum ciliatum ve O. basilicum) tiirli izeinde yapilan ¢alismada kitosan
uygulamasimin klorfil icerigini hafif diisiirdiigiinii ancak kaotenoid igerigini anlamli
olarak etkilemedigi belirlenmistir (Pirbalouti et al. 2017). Buna karsilik kitosanin klorofil
icerigini artirdigini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (Mosa et al. 2011; Romandan
and Farouk 2012). ilave olarak, bir kitosan pentamerinin yapraktan uygulanmas,
uygulamadan bir giin sonra soya fasulyesi ve misirin net fotosentetik oranini etkilemistir.
Bu, stomatal iletkenlik ve terleme oranindaki artislarla korelasyon gostermekteydi.
Ancak, kitosan yaprak uygulamasmin hiicreler arasi CO2 konsantrasyonu iizerinde
herhangi bir etkisi olmamustir. Ozetle, net fotosentetik oran iizerinde gozlenen etkinin,
yiiksek molekiil agirlikli kitosanin yapraktan uygulanmasindan sonra, misir ve soya

fasulyesinde genel olarak yaygin oldugu, diger taraftan, misir veya soya fasulyesi bitki



71

yiiksekligini, kok uzunlugunu, yaprak alanini ve toplam kuru kiitleyi etkilemedigi ileri
stiriilmiistiir (E1 Hadrami et al. 2010). Bizim bulgularimizda ise kitosan uygulamasindan
sonra MG uygulanmis misir fidelerinde klorofil ve karotenoid igeriginin artirilmasi

literatiir i¢in yeni bir veri olmustur.

Calismada biitiin uygulama gruplarinda i¢gsel MG igerigi de degerlendirilmistir. Boylece
kitosan uygulamasinin igsel MG seviyesi iizerine etkisi belirlenmis ve MG seviyeleri
glioksalaz enzim aktiviteleri ile karsilastirilmistir. Igsel MG verileri incelendiginde, tek
bagina kitosan uygulama gruplarinda MG igerigi kontrole gore diismiistiir (Cizelge 4.6).
Ancak MG uygulamalarimin her ikisi (50 ve 100 mM) musir fidelerinin kok ve
govdelerinde MG igerigini kontrol bitkilere gore artirmistir. ilave olarak govdedeki MG
artis1 koklere gore ¢ok daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.6). Bu bulgu yapraklara uygulana
MG’nin daha ¢ok yapraklarda biriktigi ve koklere olan mobilizasyonunun diisiik
oldugunu gosterir. Buna karsilik ¢imlenen musir fidelerinde yapilan bir ¢aligmada
¢imlenme ortamina uygulanan MG’nin daha ¢ok koklerde biriktigi belirlenmistir (Y1git
2019). Calismamizda kitosantMG uygulama gruplarinin hemen hepsinde kontrollerine
gore (tek basina MG uygulamasi) artan igsel MG miktari, hem kok hem de govdede
onemli (P<0.05) oranda dustriilmistiir (Cizelge 4.6). Bu da musir fidelerinde MG

stresinden 6nce uygulanan kitosanin fidelerde MG seviyesini diislirebilmektedir.

Glioksalaz yolagindaki enzimler (Gly I ve Gly II) bitkilerde bircok hiicresel
fonksiyonlarda rol almakla birlikte bu sistemin en Onemli rolii stres cevabinda
goriilmektedir (Kaur et al. 2014). Strese maruz bitkilerde igsel MG miktarin1 glioksalaz
sistemi enzimleri diizenler ve hiicrede GSH'in yeniden sentezine katki yapar. Oksidatif
stres cevabmin diizenlenmesi i¢in hiicrede yiiksek GSH/GSSG oranin bulunmasi
saglanmalidir (Yadav et al. 2005; Noctor et al. 2012). Ayrica yiiksek GSH; glutatyon S-
transferaz, GPX ve APX gibi bazi antioksidan enzimlerin ¢alismasi i¢in saglanmalidir
(Yadav et al. 2008). Baz1 galismalar, glioksalaz ve antioksidan sistemin bitkilerde
koordineli ¢alistigin1 ve glioksalaz sisteminin ROS’larin siipiiriilmesine dogrudan katki
yaptigini belirtmislerdir (Yadav et al. 2005; Upadhyaya et al. 2011; Mostofa et al. 2014,

2015). Bitkilerde birgok farkli faktére cevap olarak glioksalaz enzim aktivitelerinin
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stimiile edildigi ileri siiriilmiistiir (Hossain and Fujita 2009). Calismamizda kitosan
uygulamasi misir fidelerinin kok ve govdelerinde kontrole gore glioksalaz-1 (Gly 1)
aktivitesini artirmistir (Cizelge 4.7). Tek basima MG uygulamasi ise Gly I aktivitesini
kokte artirirken govdede diistirmiistiir. Kitosan+MG uygulamalarinda ise hem kok hem
de govdelerde Gly I aktiviresi kontroliine gore onemli (P<0.05) seviyede artmustir.
Aktivitedeki artiglar her iki kitosan uygulamasinda koklerde govdeye gore daha yiiksek
olmustur (Cizelge 4.7). Buna ilave olarak tek basina kitosan ve MG uygulamalarina cevap
olarak Gly Il aktivitesi kontrole gore kok ve govdelerde artmistir (Cizelge 4.8).
Kitosan+tMG uygulama gruplarinin tiimiinde tek basina MG grubuna gore Gly II
aktivitesi 6nemli oranda (P<0.05) uyarilmistir. Bu artiglar koklerde oransal olarak daha
yiiksek olmustur (Cizelge 4.8). Bu verilere gore kitosan uygulamast Gly I ve Gly 11
aktivitelerini artirarak glioksalaz sistemini stimiile etmistir. Bu durum kitosanin her iki
konsantrasyonunda belirlenmistir. Bu veriler ayn1 uygulamalarda belirlenen i¢csel MG
verileri (Cizelge 4.6) ile anlamli bir uyum goriinmektedir. Soyle ki; MG toksisitesine
maruz misir fidelerinde kitosan uygulamasi i¢gsel MG igerigini diistirmiistiir. Bu diisiisiin
en dnemli sebebi, kitosanin hiicresel sistemde Gly I ve Gly II aktivitesini stimiile etmesine
dayandirilabilir. Ciinkii artan bu enzimlerin aktivitesi ortamda MG’yi siipiirerek
seviyesini dugtirecektir. Literatiirde kitosanin MG seviyesi ve glioksalaz enzim
aktiviteleri lizerine etkisini gdsteren her hangi bir calisma bulunmamaktadir, ancak
ekzojen MG uygulamasinda glioksalaz enzim sisteminin misir fidelerinde arttigini
gosteren ¢aligma bulunmaktadir (Y1git 2019). Yine Arabidopsis thaliana’da 1 mM MG
uygulamasinin Gly I aktivitesini artirdigi gosterilmistir (Hoque et al. 2017). Literatiirde
kitosanin Gly I ve II aktivitesi lizerinde etkisini goOsteren herhangi bir ¢alisma
bulunmadigindan mevcut ¢alisma verileri gelecek arastirmalar i¢cin 6nemli bir veri

sunacaktir.

Hiicre membranlarinda lipidlerin peroksidasyonu (LPO) doymamis (poliansature) yag
asitlerinin oksidatif yikimi olarak bilinir. Hiicre membranlarndaki yag asitleri ve
sterollerin doymamis baglari, ROS’larla hizlica reaksiyon vererek lipid peroksidasyon
iriinlerinin olugsmasina neden olur. Sonugta, membran gecirgenligi ve 6zellikleri bozulur

ve membranlarda elektrolit sizintist artar. Bu durum hiicrelerde 6nemli hasarlara neden
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olur. Stres kosullarinda LPO seviyesi belirlenerek, hiicresel diizeyde stresin sebep oldugu
hasarin derecesi hakkinda bilgi saglanabilir. Stres kosullarinda, doymamais yag asitlerinin
bozulmasiyla son iiriin olarak ¢ok sayida aldehit bilesikleri olusur. Bunlar igerisinde en
yaygint MDA’dir. Hiicrelerde MDA igerigindeki artis dogrudan LPO miktarini
gostermekten ziyade, onun hiicresel seviyesi hakkinda bir bilgi vermektedir. Dolayisiyla
MDA igerigindeki artig, hiicresel membranlarin yapisal biitiinliigiiniin bozuldugunun ve
LPO seviyesinin onemli bir indikatoriidiir (Apel and Hirt 2004; Esim and Atic1 2013).
Bizim ¢alismamizda tek basina kitosan uygulamalar1 kontrole gére MDA igerigni hem
kokte hem de govdede diistirmiistiir. MG uygulamalar1 kontrole gore kok ve govdede
MDA igerigini artirmistir (Cizelge 4.9). Kitosan+MG uygulamalart MDA igerigini hem
kok hem de govdede diisiirmiistiir. Misir bitkisiyle yapilan ¢alismada tek basina kitosan
uygulamasinin MDA igerigini hem kok hem de govdede diisiirdiigii belirlenmistir (Shahri
2018). Ancak kitosan+MG uygulamasi ile ilgili herhangi bir ¢aligma olmadigindan bizim

verilerimiz literatiir i¢in yeni olup baska ¢alismalarla desteklenmeye ihtiyaci vardir.

Bitkilerde, abiyotik stres kosullarinda ROS (H202 ve O~ gibi) tiretimi artar ve oksidatif
stresin baglamasina neden olur (Kaur et al. 2014; Wang et al. 2019). Son yillarda,
kitosanin yapisi itibariyle antioksidan 6zelligine giderek artan bir ilgi goriilmektedir.
Suda ¢6ziiniir kitosanin, hidroksil radikallerinin, H20> ve siiperoksit anyonunun gii¢lii bir
stiptiriicisii oldugu gosterilmistir. ROS’lar icin siiplirme orani uygulanan kitosan
konsantrasyonlar1 ile baglantilidir. Caligmalarda siiperoksit anyonu ve hidroksil
radikallerine kars1 en diisiik temizleme yetenegi yliksek molekiiler agirliga sahip oligomer
kitosanlar ile kaydedildi. Ancak, diisiik molekiil agirlikli kitosan oligomerleri daha 1yi bir
antioksidan aktivite sergilemistir (E1 Hadrami et al. 2010). Calismamizda tek basina MG
uygulamasinin her ikisi genelde H->O: igerigini kontrole kiyasla kok ve gévdede 6nemli
(P<0.05) seviyede artirmistir (Cizelge 4.10). Buna karsilik tek basina kitosan uygulamasi
kontrol fidelerine gore kok ve govdelerde H20: igerigini disiirmiistiir (Cizelge 4.10). Bu
olumlu etkide %0.1 kitosan uygulamasinin daha etkili oldugu belirlenmistir. Literatiirde
MG uygulamasinin i¢sel H2O> igerigini artirdigina (Hossain and Fujita 2010; Kaur et al.
2014) ve tek basina kitosan uygulamasmin da H20: igerigini disiirdiigiine ait veriler

bulunmaktadir (Behboudi et al. 2018; Hidangmayum et al. 2019). Calismamizda ilave
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olarak kitosan+MG uygulamalar1 tek bagina MG uygulamasina gore H20: icerigini kok
ve govdelerde diistirmiistiir (Cizelge 4.10). Bu verilere gore MG uygulamasinin kok ve
govdelerde H20:> igerigini artirdigi, ancak bu olumsuz etkinin kitosan uygulamasiyla
distiriildigi goriilmektedir. Bu da kitosanin H2O» siipiiriicii etkisiyle hiicrelerde ROS

artisin1 baskiladigina isaret eder.

Calismamizda tek bagina MG uygulamalar1 O, igerigini kontrole kiyasla kok ve gévdede
onemli (P<0.05) seviyede artirmistir (Cizelge 4.11). Tek basina kitosan uygulamasi da
kontrol fidelerine gore daha ¢ok kdklerde Oz igerigini artirmistir. Ancak govde tizerinde
kitosanin diisiik dozda O~ igerigini disiirdiigi, yiiksek dozda (%0.1) ise artirmustir
(Cizelge 4.11). Literatirde MG uygulamasinin igsel Oz~ igerigini artirdigina (Hossain
and Fujita 2010; Kaur et al. 2014) ve tek basina kitosan uygulamasinin da Oz~ igerigini
diistirdiigiine ait veriler bulunmaktadir (Behboudi et al. 2018; Hidangmayum et al. 2019).
Calismamizda ilave olarak kitosan+MG uygulamalar tek bagina MG uygulamasina gore
02" igerigini kok ve govdelerde diisiirmiistiir (Cizelge 4.11). Istisna olarak diisiik dozda
kitosan govdede O2~ igerigini diisirememistir. Bu verilere gére MG uygulamasinin kok
ve govdelerde Oz igerigini artirdigi, ancak bu olumsuz etkinin kitosan uygulamasiyla
distiriildiigi goriilmektedir. Bu da kitosanin Oz~ siipiiriicii etkisiyle hiicrelerde ROS

artisin1 kontrol ettigini gosterir.

MG, yiiksek dozlarda hiicreler icin sitotoksit olmakla birlikte diisitk dozlarda sinyal
bilesik olarak islev goriir. Sitotoksik dozlarda, gelismis glikasyon son {iriinlerinin
(AGE'ler) etkisiyle SOD, CAT, GPX, APX, GST ve GR gibi antioksidan savunma
enzimlerini etkisizlestirebilir (Hoque et al. 2012; Kaur et al. 2014; Hossain et al. 2016).
Hiicrelerde SOD enzimi ROS'lara kars1 ilk savunma enzimidir ve Oz ‘nin hiicresel
komparmanlardan siipiiriilmesini saglar. Bizim bulgularimizda tek basma kitosanin her
iki konsantrasyonu kontrole gore kok ve yapraklarda SOD aktivitesini artirmistir (Cizelge
4.12). MG uygulamalar1 ise kontrole gore SOD aktivitesini koklerde diisiirmiis, ancak
govde 50 mM MG’de diiserken, 100 mM MG’de artmustir. Literatiirde masir fidelerinde,
diisiik dozlarda (50 ile 150 mM) MG uygulamasinin kok ve yaprakta SOD aktivitesini
degistirmedigi ileri strilmistir (Wang et al. 2019). Buna karsilik ¢im (Lolium
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multiflorum) tizerinde yapilan bir ¢aligmada tek basina kitosan uygulamasinin SOD
aktivitesini hafif derecede artirdigi ileri siiriilmistiir (Zhao et al. 2019). Diger tafatran,
calismamizda kitosan+MG uygulamalar1 tek basina MG grubuna gore kiyaslandiginda
SOD aktivitesini genelde artirmistir (Sekil 4.10). Artislar koklerde govdeye gore daha
belirgin olmustur. Bu bulgu, kitosanin fidelerde MG etkisiyle diisen SOD aktivitesinin
iyilesmesine 6nemli bir katki yaptigina ve bu yiizden de siiperoksid anyonu seviyesini
diistirdiigiinii  gosterir. Clinkii ¢alismamizda kitosanin bu etkisi siiperoksid anyonu

igerigiyle (Cizelge 4.12) iy1 derecede ortiismektedir.

Bitki hiicrelerinde en fazla kloroplast, peroksizom ve glioksizomlarda yerlesik olan ve
H20:2’yi siipiirmede giiclii antioksidan enzimlerden birisi de katalazdir (CAT). Oksidatif
stres sartlarinda CAT aktivitesinin regiilasyonu hiicre i¢i ROS igeriginin diisiiriilmesi i¢in
biiylik 6nem arz etmektedir (Purev et al. 2010; Esim and Atic1 2016). Calismamizda tek
basina kitosanin her iki konsantrasyonu kontrole gore koklerde CAT aktivitesini
artirirken, govdelerde diistirmiistiir (Cizelge 4.13). MG uygulamalar1 da benzer olarak
kontrole gore CAT aktivitesini koklerde artirmig, govde diisiirmistiir (Cizelge 4.13).
Hem Kitosan hem de MG’nin CAT aktivitesi lizerinde ayr1 ayri1 olarak benzer bir etki
yapmasi ilging karsilanmistir. Wang et al. (2019), ¢imlenen musir fidelerinde MG
uygulamasinin CAT aktivitesini uyardigini ileri siirmiislerdir. Benzer olarak, bir ¢esit ¢cim
(Lolium multiflorum) iizerinde yapilan bir ¢aligmada tek basina kitosan uygulamasinin
CAT aktivitesini artirdigi belirlenmistir (Zhao et al. 2019). Bu veriler bizim ¢alismamizda
kokler ile uyumlu iken, govdelerden elde edilen verilerle uyusmamaktadir. Bizim
verilerimize gore, MG koklerde diisiik konsantrasyonda yapraklarda ise daha yiiksek
dozda biriktigi goriilmektedir (Cizelge 4.6). Calismamizda hem kitosan hem de MG,
yapraklara uygulandigindan bu iki maddenin yapraklarda ytliksek dozda birikerek CAT
aktivitesinin diismesine, koklerde ise diisiik dozda biriken bu bilesikler CAT aktivitesinin
artmasina sebep olmus olabilirler. Ancak bu verilerin daha ayrintili test edilmelidir. Diger
taraftan ¢aligmamizda kitosan+tMG uygulamalari verileri incelendiginde (Cizelge 4.13),
kitosantMG grubu koklerinde CAT aktivitesi diiserken, govdede ise genelde CAT
aktivitesinde bir artig belirlenmistir. Bu veriler, MG toksisitesindeki fidelerde kitosan
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MG’nin CAT aktivitesi lizerindeki etkisini neredeyse tam ters olarak degistirdigini

gostermektedir.

APX indirgeyici ajan olarak 2 molekiil askorbik asidi kullanarak H2O2’yi siipiiren
peroksidaz grubu bir enzimdir. Bitki hiicrelerinde kloroplastin stromasinda, tilakoit
membranlarda, sitoplazmada, glioksizom ve mitokondride bulunabilmektedir (Apel and
Hirt 2004). Oksidatif stres kosullarinda H2O?’yi siiptiren CAT ve GPX enzimlerine ilave
olarak APX aktivitesinin degerlendirilmesi 6nemlidir. Bu arastirmada tek basina kitosan
uygulamalar1 APX aktivitesini kontrole gore kok ve govdede oOnemli (P>0.05)
artinnrmistir (Cizelge 4.14). Bu artislarin kokte daha belirgin oldugu goriillmektedir. Buna
karsilik tek basina MG uygulamalari, kontrole gore APX aktivitesini kok ve govdede
onemli (P<0.05) seviyede disiirmiistiir (Cizelge 4.14). Son yillarda yabani ¢im (Lolium
multiflorum) tizerinde yapilan bir ¢alismada da tek basina kitosan uygulamasinin APX
aktivitesini artirdig@i gosterilmistir (Zhao et al. 2019). Literatiirde bu konuda tek bir
¢alisma bulunmus ve bu ¢calismada da MG ile muamele edilmis ¢imlenen musir fidelerinde
APX aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Wang et al. 2019). Diger taraftan ¢calismamizda
kitosantMG uygulamalarmin her ikisi, MG grubuna gore kiyaslandiginda kok ve
govdede APX aktivitesini 6nemli seviyede artirmistir (Cizelge 4.14). Bu veriler, MG
toksisitesi altindaki fidelere kitosan uygulandiginda, MG’nin APX aktivitesi lizerinde
olumsuz etkisini degistirerek aktiviteyi artirmistir. Bu artig H202’nin siipiiriilmesini
hizlandirdigina isaret eder. Ciinkii calismamizda MG toksisitesine maruz fidelerde
kitosan uygulamasi H>O; igerigini diisirmiistiir (Sekil 4.10). Bu iki deneysel parametre
birbirini desteklemektedir.

POXlar, bitkilerde farkli dokularda ve farkli hiicre alanlarinda bulunan biiyiik bir enzim
ailesini temsil eder. Ornegin prostetik grup olarak HEM iceren GPX gii¢lii antioksidatif
bir enzim olup substrat olarak H2O; yi kullanarak fenoller ve hidrokinonlari igine alan
onemli sayida aromatik bilesiklerin dehidrojenasyonunu kataliz eder. Farkli stres
faktorlerinden yiiksek seviyede etkilenmelerinden dolayi, POX’larin stres indikator
enzimleri olarak tanimlanmalarina neden olmustur (Apel and Hirt 2004). Calismamizda

tek basina kitosanin iki konsantrasyonu GPX aktivitesini kontrole gore kok ve govdede
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artinrmistir (Cizelge 4.15). Bu artiglarin kokte daha belirgin oldugu goriilmektedir. Tek
basina MG uygulamalar1 da GPX aktivitesini kontrol grubuna gore kok ve govdede
onemli (P<0.05) seviyede artirmistir (Cizelge 4.15). Misir fidelerinde MG uygulamasinin
GPX aktivitesini artirdigi belirlenmistir (Wang et al. 2019). Farkl1 bir bitki olarak ¢im
(Lolium multiflorum) iizerinde yapilan bir ¢alismada da tek basina kitosan uygulamasinin
GPX aktivitesini artirdig1 gosterilmistir (Zhao et al. 2019). Bu iki farkli ¢alismada elde
edilen veriler bizim bulgularimizla Ortiismektedir. Diger taraftan calismamizda
kitosan+MG uygulamalarinin her ikisi, MG grubuna gore kiyaslandiginda koklerde GPX

aktivitesini artirmis, govdelerde ise 6nemli oranda diistirmiistiir (Cizelge 4.15).

Antioksidan enzimler arasinda glutatyon rediiktaz (GR), okside glutatyonun (GSSG)
rediikte glutatyona (GSH) indirgenmesini katalize eden giiglii bir antioksidatif enzimdir.
[lave olarak GR, hiicrelerin GSH diizeylerini koruyan GSH redoks déngiisii igin kilit bir
gorev lstlenir. GSH, oksidatif strese cevapta onemli olup serbest radikallerle ve organik
peroksitlerle reaksiyona giren bir antioksidan, amino asit taginmasinda ve radikal
peroksitler ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda glutatyon S-transferazlar igin bir
substrat olarak calisir. Bu nedenle oksidatif stres altindaki bitkilerde GR aktivitesinin
degerlendirilmesi 6nemli veriler saglayabilmektedir (Apel and Hirt 2004). Bu ¢alismada
tek basina kitosan uygulamalarindan diisiik doz (%0.05) GR aktivitesini kontrole gore
kok ve govdede onemli (P>0.05) diisiiriirken, yiliksek doz (%0.1) artirmistir (Cizelge
4.16). Buna karsilik tek basina MG uygulamalari, kontrole gore GR aktivitesini kok ve
govdede oOnemli (P<0.05) seviyede distirmiistir (Cizelge 4.16). Diger taraftan
calismamizda kitosan+MG uygulamalarinin her ikisi, MG grubuna gore kiyaslandiginda
kok ve govdede GR aktivitesini onemli seviyede artirmistir (Cizelge 4.16). Literatiirde
gerek tek basina MG veya kitosan veya kitosan+tMG uygulamasina ait herhangi bir veri
belirlenememistir. Ancak verilerimiz MG toksisitesi altindaki misir fideleri kitosan
uygulandiginda, MG’ nin GR aktivitesi {izerinde olumsuz etkisini degistirerek aktiviteyi
artirmigtir. Bu sonuglar kitosanin MG stresi boyunca misir fidelerini koruduguna isaret

edebilir.
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Sonuclar

10.

11.

Tek basma kitosan ve MG uygulamalari, kok uzunluklarinmi distirmistiir.
Kitosan+tMG uygulamalar1 kok uzunluklarini artirmada basarili olamadigi, ancak
govde iizerinde olumlu etki yaptig1 bulunmustur.

Tek basma kitosan ve MG uygulamalari, fidelerde yas agirligi artirmistir.
KitosantMG uygulamalarinda bu artis, daha fazla uyarilmistir.

Misir fidelerine MG uygulamasi fide kuru agirhigim diisiiriirken, uygulanan kitosan,
MG etkisiyle azalan bitki kuru agirhigini iyilestirebilmistir.

MG uygulamalari, kok ve govdede toplam ¢oziinebilir protein icerigini genelde
diisiirmiistiir. Ancak kitosan+MG uygulama protein icerigi 6zellikle koklerde 6nemli
seviyede artmustir. MG toksisitesinin arttif1 kosullarda kitosan uygulamasinin
protein iceriginde iyilesme sagladigi bulunmustur.

Tek basmma MG uygulamalari toplam klorofil (klorofil a+b) ve karotenid igerigini
genelde dislirmiistiir. Ancak kitosan uygulanmig ve MG etkisi altindaki misir
fidelerinde klorofil ve karotenoid iceriginin arttig1 belirlenmistir.

MG uygulamas1 musir fide yapraklarinda iyon sizintisini artirmustir. Diger bir
ifadeyle canlilig1 diistirmiistiir. Buna karsilik MG toksisitesine maruz fidelerde
kitosan uygulamasi, yapraklarda MG etkisiyle artan 1yon sizintisini diistirmiistir.
MG stresinden 6nce uygulanan kitosanin, fidelerde i¢sel MG seviyesini diigiirebildigi
bulunmustur.

Kitosan+MG uygulamalarinin MDA igerigini (dolayisiyla LPO seviyesi) hem kok
hem de govdede diistiriildiigii bulunmustur.

MG uygulamasinin kok ve govdelerde H20: igerigini artirdigi, ancak bu olumsuz
etkinin kitosan uygulamasiyla diisiiriildiigii bulunmusgtur.

Tek basina MG uygulamalar1 Oz igerigini kok ve govdede artirmistir. KitosantMG
uygulamalari ise Oz i¢erigini kok ve govdelerde diistirmiistiir.

Tek bagina MG uygulamasi, Gly I aktivitesini kokte artirirken, gdvdede diislirmiistiir.
KitosantMG uygulamalarinda ise hem kok hem de govdede Gly I aktivitesi onemli

seviyede artmistir.
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12. MG uygulamalarina cevap olarak Gly II aktivitesi kok ve govdelerde artmustir.
Kitosan+MG uygulama gruplarinin tiimiinde Gly II aktivitesi onemli oranda
artmistir. Kitosan uygulamasi, Gly I ve Gly II aktivitelerini artirarak glioksalaz
sistemini stimiile etmistir.

13. MG uygulamalarmin SOD aktivitesini koklerde disiirdiigii, kitosan+MG
uygulamalarinin ise genelde artirdigi bulunmustur.

14. Tek basina kitosan ve MG uygulamalari, ayr1 ayr1 olarak, CAT aktivitesini koklerde
artirirken, govdelerde diisiirmiistiir. KitosantMG uygulamalar1 ise CAT aktivitesi
koklerinde diistiriirken, gévdede artirmistir.

15. Tek basina MG uygulamalari, GPX aktivitesini kok ve govdede artirmistir.
Kitosan+tMG uygulamalar1 GPX aktivitesini kokte artirmis, govdede diisiirmuistiir.

16. MG uygulamalari, APX aktivitesini kok ve govdede disiirmiistiir. Kitosan+MG
uygulamalari ise APX aktivitesini onemli seviyede artirmistir.

17. Tek basma MG uygulamalari, GR aktivitesini kok ve govdede diislirmiistiir.

KitosantMG uygulamalar ise GR aktivitesini 6nemli seviyede artirmistir.

Oneriler

Bu calisma bulgularindan yola ¢ikarak musir bitkisinde MG toksisitesi kosullarinda
kitosan uygulamasi, 6zellikle fotosentetik pigment ve protein igerigini, glioksalaz sistem
ve antioksidan enzim aktivitelerini artirarak, buna ilave olarak ROS seviyelerini ve
membran iyon sizintisin diisiirerek bir koruma saglayabildigi kanaatine ulasilmistir. Bu
bulgular, misir fidelerinde kitosan uygulamasinin dogrudan ABA ve stoma iletkenligiyle
veya bundan bagimsiz olarak c¢alisilan enzimlerin gen seviyelerinin diizenlenmesiyle
gerceklesebilecegi fikirlerini dogurmustur. Ancak bu hipotezlerin ayn1 ve farkli bitkilerde
ayr1 ayn test edilmesi gerekmektedir. Bundan sonraki c¢aligmalarda, benzer kosullarda
ABA sentezinden sorumlu enzimlerle glioksalaz enzimlerinin ifade diizeyleri, stoma
iletkenligi ile karsilikli olarak test edilebilir. Diger taraftan bitkiye uygulanan kitosanin
etki mekanizmast ve bitkide son akibeti konusunda da hicbir bilgi olmadigindan bu

konular tizerinde de ¢aligmalarin yapilmas1 6nemli veriler saglayabilecektir.
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