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Kiikiirt Uygulamalarina Bagh Olarak Hiyar Bitkisinin (Cucumis Sativus L.) Antioksidant Enzim
Aktivitesindeki Degisimler

Adem GUNESY Osman SONMEZ!

OZET: Ulkemiz topraklarmin yiiksek pH ve kireg icerigi, ya da yanls giibreleme nedeniyle bazi bitki
besin elementlerinin elverisliligi diismekte ve stres kosullar1 olusmaktadir. Ulkemizde ortii alti sebze
yetistiriciliginde tiretim ve ekilis alan1 bakimindan 6nemli yer tutan hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisinde
kalite ve verim agisindan olumsuz toprak kosullart ve bitki besin element elverisliligi biiylik 6nem
arzetmektedir. Olumsuz kosullara bagli olarak olusan oksijen radikallerinin olumsuz etkilerini gidermek
icin bitkide savunma mekanizmasinin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu amagla, yiiksek pH diizeyine sahip
toprakta yetistirilen hiyar bitkisine (Cucumis sativus L.) kontrol ve 5 farkli dozda elementel toz kiikiirt (O,
20, 40, 80, 120 ve 200 kg da™) uygulanmis ve deneme 4 tekrarlamali olarak yiiriitiilmistir. 4 kg’lik
saksilarda kiikiirt uygulamasi yapilarak karigtirilmis ve topraklar 3 aylik inkiibasyon peryoduna
birakilmistir. Inkiibasyon peryodu sonucunda fide dikimi yapilmustir. 2. hasat déneminden sonra,
antioksidan enzim analizi i¢in yaprak Ornekleri alinmis ve antioksidant enzim analizleri yapilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda elementel toz kiikiirt uygulamasinin optimum olarak 80-100 kg da™ dozunda,
bitki antioksidant enzim igerigini artirdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cucumis sativus, kiikiirt, antioksidant enzim

The Changes of Antioxidant Enzyme Activity of Cucumber Plant (Cucumis Sativus L.)
Depending on Sulfur Application

ABSTRACT: Due to the high pH and lime content of our country, or due to the wrong fertilization, the
availability of some plant nutrients decreases and stress conditions occur. In our country cucumber
(Cucumis sativus L.) plant, which is important in terms of production and cultivation area, the soil
conditions and plant nutrient availability are of great importance in terms of quality and yield. In order to
eliminate the negative effects of oxygen radicals due to adverse conditions, the defense mechanism must be
developed in the plant. For the purpose of cucumber plant grown in soil with high pH six elemental sulphur
doses (0, 20, 40, 80, 120 and 200 kg da™) were applied. Sulphur doses were applied to pots filled with 4 kg
soil and soils were exposed to 3-month incubation period. Seedlings were planted after the incubation
period. At the end of the 2. harvest, sample were taken for antioxidant enzyme activity analysis, the leaves
of the plants were removed and taken to the laboratory. Results revealed that in particular, sulfur
applications have been shown to promote enzyme activity in plants up to a certain dozen. As a result of this
study, it was determined that the optimum antioxidant activity of the plant would increase with sulfur
application in the 80-100 kg da™ S application doses.
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GIRIS

Bitkiler olumsuz toprak kosullarina karsi
strese maruz kaldiginda, reaktif oksijen tiirlerinin
tretimi ile antioksidan enzimlerin aktivitesi
arasindaki denge bozulur ve genellikle oksidatif
hasar meydana gelir. Bu sitotoksik aktif oksijen
tiirleri, lipidlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin
oksidatif hasar1 yoluyla normal metabolizmayi
ciddi bigimde bozabilmektedir (Greenway ve
Munns, 1980; McCord, 2000; Baysal ve ark.,
2010).  Ancak  bitkilerdeki  antioksidant
miktarinin artmasi, oksidatif strese olan toleransi
artirmaktadir. Yapilan bazi ¢aligmalarda, katalaz
(CAT), askorbat peroksidaz (APX), peroksidaz
(POD) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi
antioksidatif enzimlerin aktiviteleri ile stress
kosullarina karsi dayaniklilik arasinda 6nemli
korelasyonlar bulunmustur (Mittova ve ark.,
2002, 2003).

Sicaklik, kuraklik ve tuzluluk gibi stress
sartlarina bagli olarak artan oksidatif stress
kosullar altinda iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin
olumsuz etkilerini ve zarar diizeylerini azaltmak
icinbitkiler antiokdiant enzimler iiretmektedir.
Bu antioksidant enzimler ROS sonucu
olusturulan H;0, gibi bilesenlerin H,O’ya
donlismesini  saglayarak, bitkilerin direncini
artirmaktadirlar.  Yapilan ¢alismalarda stres
kosullarina kars1 toleranslt ¢esitlerde duyarl
olanlara gore daha yiiksek antioksidant enzim
aktivitesi bildirilmistir (Sudhakar ve ark., 2001,
Demiral ve Tiirkan, 2004).

Kiikiirt, bitkide bir ¢ok enzimin ve
antioksidan molekiiliin 6nemli parcasidir. Bitki
enzimatik antioksidanlari (SOD, POD, CAT,
APX ve GR) ve karotenoidler ve tokoferoller
gibi enzimatik olmayan antioksidanlar (Gill and
Tuteja, 2010), bitkide savunma sistemini
artirmaktadir. Kiikjiirt ise, ROS'a kars1 en 6nemli
hiicre i¢ci savunma metabolitlerinden biri olan
gluthatiyonun (GSH) temel bilesenlerinden
biridir (Kopriva ve Koprivova, 2005; Ohkama-
Ohtsu ve Wasaki, 2010). Baz1 kiikiirt bilesikleri,

reaktif oksijen tiirlerine karsi savunma hatti
olusturmaktadir (Rezk ve ark., 2004). Oksidatif
kaynakl1 kayiplari,  kiikiirt
uygulamasinin etkisi ile minimize
edilebilmektedir (Manna ve ark., 2013). S, kok
hiicreler tarafindan alindiktan sonra, bitkinin

stres verim

ilgili organlarma tasinmaktadir (Nazar ve ark.,
2011; Kopriva ve ark., 2015).

Toprak verimliligi, toprak pH's1 ile
yakindan ilgilidir, clinkii bitkilerin biiyiimesini
etkilemektedir. Sulama, ilaglama ve bilingsiz
giibre kullanimi1 gibi tarimsal faaliyetlere bagh
olarak yetistirme ortaminin pH’sinda degisimler
meydana gelebilmektedir. Ortam pH'sinin uygun
seviyesini korumak, bitkilerin optimal biiylime
seviyesini gostermek i¢in son derece Onemlidir
(Dewayne, 2014; Affandi ve ark., 2018).

Ulkemizde, seracilik sebze
yetistiriciliginde ekim alani ve iiretim miktari
bakiminda, hiyar ikinci sirada gelmektedir. Hiyar
bitkisi  farklh sahip topraklarda
yetisebilsede, ndtr pH ve hiimik asitce zengin
topraklar1 tercih etmektedir. ~ Hiyar bitkisi
topraktaki ekstrem kosullara karsi hassas olup,
optimum verim i¢in, toprak besin maddelerinin,
ozellikle K ve N'un yeteri miktarda bulunmasi ve
besin element dengesinin optimum diizeyde
olmasi gerekmektedir. Bitkide besin element
dengesinin korunabilmesi i¢in toprakta yeterli
miktarda S'nin diger bitki besinleriyle birlikte
uygulanmast ¢ok oOnemlidir (Scherer, 2001).
Topraktaki S miktari, liriin miktar1 ve kalitesi
acisindan olduk¢a Onemlidir (Jez, 2008). S
bitkide, protein ve klorofil olusumuna katkida
bulunmakta, gibi  sistein iceren

ozelliklere

glutatyon
peptitlerin veya ¢ok sayida ikincil metabolitin bir
bileseni  olmakta ve  kok  biiylimesini
artirmaktadir. Ayrica S, bitkide biyokimyasal
stireclerde etkin rol oynayarak, vitamin ve
enzimlerin olusumunda rol oynar (Kacar ve
Katkat, 2007; Scherer ve ark., 2008; Abdallah ve
ark., 2010; Motior ve ark., 2011).
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Yapilan onceki caligmalarda, farkli stress
kosullarinda  bitkilerin  antioksidant
miktarlar1 incelenemistir. Ancak yiiksek pH gibi
olumsuz toprak kosullarinda 1slah amaciyla
uygulanan kiikiirt uygulamasina bagli olarak
bitkilerdeki antioksidant enzim aktivitesinde
meydana gelen degisim {lizerine c¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu
calisma, farkli dozlarda kiikiirt uygulamasiin
hiyar bitkisinin antioksidant enzim aktivitesi

enzim

lizerine olan etkilerini belirlemek amaciyla

yapilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada orta derecede alkalin pH’ya
sahip topraklarin o6zelliklerinin bitkisel tiretim
acisindan, getirilmesi
amaciyla, tam sansa bagli deneme desenine gore
sera sartlarinda yiritilmiistiir. Bu amagla hizl
gelismesi, yiiksek verimli ve siirekli hasat

optimum  seviyelere

peryoduna sahip olmasi nedeniyle olumsuz
toprak kosullarindan ¢abuk etkilenebilecegi
diisiiniilen Vista F1 c¢esidi hiyar bitkisine
(Cucumis sativus L.) kontrol ve 5 farkli dozda
elementel toz kiikirt (0, 20, 40, 80, 120 ve 200
kg dat) uygulanmis ve deneme 4 tekrarlamali
olarak yuriitiilmiistiir. 4 kg lik saksilarda kiikiirt
uygulamasi yapilarak karistirilmis ve topraklar 3
aylik inkiibasyon peryoduna birakilmistir.
Inkiibasyon peryodu sonucunda fide dikimi
yapilmistir. Vejatasyon peryodu boyunca rutin
bakim ve sulama islemleri yapilmistir. 2. hasat
doneminden sonra, antioksidan enzim analizi
icin yaprak Ornekleri alinmis ve anitoksidant
enzim analizleri yapilmistir.

Bitkilerde Antioksidant Enzim (Peroksidaz,
Katalaz, Siiperoksit Dismutaz) Ekstraksiyonu

Enzimlerin ekstraksiyonu icin, taze bitki
yapraklarindan 0,5 g alinarak havan igine
konulup {izerine sivi azot ilave edilerek toz
haline gelinceye kadar ogiitiilmiistiir. Sonra
tizerine 5 ml soguk homojenat tamponu (%1

PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0,1 M KH,;PO4
pH: 7,0) ilave edilmis ve karisim bir santrifiij
tiipline aktarilarak 15000xg ve +4°C’de 15 dk.
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonucunda
elde edilen siipernatant antioksidan enzimlerin

aktivite ~ Ol¢imleri  i¢in  kaynak  olarak
kullanilmistir  (Angelini ve Federico, 1989;
Angelini ve ark., 1990).
Bitkilerde Katalaz (CAT) Aktivitesinin
Belirlenmesi

Reaksiyonda azalan H;0, miktarin

belirlemede kullanilacak olan H,O, standart
grafigi dnceden hazirlanmistir (Havir ve Mchale,
1987). Bunun i¢in 5 mM H,0; ¢6zeltisinden 3
ml’lik spektrofotometre tiipline konulmustur.
Tiipiin hacmi saf su ile 1.5 ml’ye tamamlanip her
tipe 1.475 ml, 103 mM KH,PO4 ve 30 ul su
ilave edilmistir. Kiivet spektrofotometreye
yerlestirildikten sonra 240 nm’de okunmak
suretiyle standart grafik elde edilmistir. 25°C’de,
1 dakika i¢inde, absorbansi 1 pM azaltan enzim
miktar1 1 enzim {initesi olarak kabul edilip
sonuclar g yaprak basma diisen enzim {initesi
(EU g™ yaprak) olarak hesaplanmistir (Gong ve
ark., 2001).

Bitkilerde Peroksidaz (POD) Aktivitesinin
Belirlenmesi

Peroksidaz (POD) aktivite tayini ig¢in
spektrofotometre kiivetine; 100 ml 0.1 M,
NaH,PO4 (pH 5.5) ve 5 mM guaikol igeren
substrat ¢Ozeltisinden 3 ml konulduktan sonra,
iizerine 10 pl enzim ekstrakti ilave edilmistir.
470 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artis1 1
dakika araliklarla kaydedilip absorbansin
dogrusal olarak arttig1 kisimdaki absorbans artisi
1 dakikaya oranlanmustir. 25°C’de 1 dakikada,
absorbanst 0.01 artiran enzim miktar1 1 enzim
tinitesi olarak kabul edilip sonuglar g yaprak
basma disen enzim {initesi (EU g yaprak)
olarak ifade edilmistir (Angelini ve ark., 1990:
Yee ve ark., 2002).
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Bitkilerde Siiperoksid dismutaz
Aktivitesinin Belirlenmesi
Stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi,
nitro blue tetrazoliumun (NBT) fotokimyasal
indirgenmesinin inhibisyonunu,

(SOD)

spektrofotometrik  olarak  belirleme esasina
dayanir. Bu yontemde oOl¢im igin 3 ml
spektrofotometre kiivetine reaksiyon

karigimindan 2.84 ml alinip ve tizerine 100 pl
enzim ekstrakti pipetlenmistir. Reaksiyon, tiip
tizerine 2 pM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 60 pl
pipetlenip karistirildiktan hemen sonra, beyaz bir
151tk kaynagi yerlestirmek suretiyle
baslatilmistir. Tiip, 151k kaynaginin karsisinda 15
dk tutularak, NBT nin renk a¢ilma yogunlugu
560 nm’de kore karst okunmustur. Daha sonra
enzim miktar;, 1 enzim {nitesi olarak kabul
edilip degerler EU g’ vyaprak olarak
hesaplanmistir  (Agarval ve Pandey, 2004,
Yordanova ve ark., 2004).

Oniline

Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen veriler, SPSS programinda
ANOVA Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile
istatistiksel acidan degerlendirilmis ve p<0.05
onemli diizey olarak kabul edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Farkli dozlarda uygulanan kiikiirt’iin hiyar
bitkisinin antioksant enzim igerigi iizerine olan
etkisi incelendiginde, kiikiirt uygulama dozuna

bagli  olarak, bitki antioksidant enzim
icerigindeki degisim istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p<0.05).

Kiikiirt dozlarinin CAT enzim aktivitesi
tizerine olan etkisi incelendiginde, en yiiksek
CAT enzim aktivitesi 80 kg da® kiikiirt
uygulamasindan elde edilmistir (Sekil 1). Bu
uygulama dozundan sonra, bitki CAT enzim
aktivitesi diisiik degerler gostermistir. En yliksek
S uygulama dozunda (200 kg da®) ise CAT
enzim aktivitesi 52 EU g’ vyaprak olarak
dlciilmiistiir. 80 kg da’ S uygulama dozunda
CAT enzim aktivitesi (82 EU g* yaprak)

kontrole gore %30 oraninda artis gostermistir
(Sekil 1). 200 kg da™ S uygulama dozunda ise
CAT enzim aktivitesi kontrole gore %17
oraninda azalmuistir.

Farkli dozlarda S wuygulamasina baglh
olarak,  bitki POD  enzim  aktivitesi
degerlendirildiginde, en yiiksek POD enzim
aktivitesi 200 kg da’ kiikiirt uygulamasindan
elde edilmistir (Sekil 2). Artan S uygulama
dozlarina bagli olarak bitki POD enzim aktivitesi
varyasyonlar gostermis olup, kontrole gore
siirekli artis gostermistir. 200 kg da™ S uygulama
dozunda POD enzim aktivitesi (1474 EU g™
yaprak) kontrole gore %26 oraninda artis
gostermistir (Sekil 2). En yiliksek CAT enzim
aktivitesinin elde edildigi 80 kg da™ S uygulama
dozunda ise POD enzim aktivitesi %24 oraninda
artis elde edilmistir.

Bitki SOD enzim aktivitesi {izerine S
uygulamasi farkli diizeylerde etki etmis olup,
artan S uygulama dozuna bagli olarak SOD
enzim aktivitesi kontrole gore artig gostermistir
(Sekil 3). En yiiksek SOD enzim aktivitesi 120
kg da® S uygulamasindan elde edilmisti. Bu
uygulama dozundan sonra, bitki SOD enzim
aktivitesi diismeye baslamistir. En yiliksek S
uygulama dozunda (200 kg da™) ise SOD enzim
aktivitesi 324 EU g™ yaprak olarak 6l¢iilmiistiir.
120 kg da’ S uygulama dozunda SOD enzim
aktivitesi (386 EU g™ yaprak) kontrole gére %66
oraninda artig gostermistir (Sekil 3). 200 kg da
S uygulama dozunda ise SOD enzim aktivitesi
kontrole gore %40 oraninda daha yiiksek deger
olarak ol¢iilmiistiir.

Son calismalar, kiikiirtiin bitkilerin uygun
biliylimesi, metabolik aktiviteleri ve gelisimi i¢in
onemli oldugunu gostermistir. Kiikiirt, sistein ve
metiyonin gibi amino asitlerin ve ayrica birgok
metabolitin amino asidinin Oonemli bir bileseni
oldugu i¢in bitkilerin ihtiyag duydugu en temel
makro besinlerden biridir (Leustek ve Saito,
1999). Kiikiirt, bircok enzimin O6nemli bir
parcasidir.  Kiikiirt iceren baz1  bilesikler
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reaktiflere karsi bitkide etkili bir savunma
sistemi olugturabilmektedir (Rezk ve ark., 2004).

Shoja ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada,
kiikiirt uygulamasina bagl
aktivitesinin artis gosterdigini belirlemislerdir.
Ozellikle kiikiirt, bor ve ¢inko uygulamasinin
super oksid dismutaz enzim aktivitesini artirdigi

olarak enzim

ve kolza bitkisinin verim ve verim bilesenlerinin
artmasina yardimci  oldugu  belirlenmistir.
Bybordi ve Mamedov (2010) yaptiklar
calismada benzer sonu¢ elde etmis ve kiikiirt
uygulamasinin SOD enzim aktivitesini kontrole
gore artirdigim1  belirlemistir.
enzimatik olmayan antioksidant bilesikler kiikiirt
noksanligina baglh olarak farklh
yetersiz

Enzimatik ve

diizeylerde
olusmus ve kikiirt  beslenmesi
durumunda antioksidant
aktivitesinin meydana geldigi

diizensiz enzim
yapilan bazi
calismalarda ortaya konulmus ve bu calisma ile
benzer sonuglar (Chandra ve

Pandey, 2014).

gostermistir

Diger yapilan benzer calismalarda kiikiirt
uygulamalarina bagli olarak, ¢esitli stress
kosullarinda iiretilen serbest oksijen
radikallerinin miktarlarinda azalma ve bitki
antioksidant aktivitesinde ise artis
meydana geldigi belirtilmistir (Khan ve ark.,
2014; Giordano ve Raven, 2014; Harsco, 2015).
Astolfi ve Zuchi, (2013), Anjum ve ark. (2012),
Zenda ve ark. (2017) gibi arastirmacilarin
yaptiklar ¢aligmalarda, S uygulamasi ile bitkide
POD ve SOD enzim aktivitesinin stress
kosullarinda artis gosterdigi, organik bilesikler
ile S baglarinin olusarak bitkide dayanikliligin
artt1g, S wuygulanmayan bitkilere gore S
uygulamasinin CAT, POD, SOD gibi enzim
aktivitesini artirdig1 belirtilmistir. Bu ¢alismada
elde edilen sonuglar, literatiir ¢alismalarinda elde
edilen sonugclar ile benzerlik gostermistir.

SONUC

Kiikiirt, bitki gelisimi ve bir ¢ok
biyokimyasal olaylarda onemli bir bitki besin

enzim

elementidir. Ozellikle ¢esitli stres kosullarina
maruz kalan bitkilerde, ortaya c¢ikan ROS
tirlerinin zararli etkisini ortadan kaldirmak ve
bitkinin tolerans derecesini artirmak i¢in S
uygulamalar1 6nem arz etmektedir. Bu nedenle
bu c¢alisma sonuclarina gore, bitkilerde S
uygulamasina bagl olarak CAT, POD ve SOD
gibi enzim aktivitesi artis gdstermistir. Ozellikle
toprak analiz sonuglarma gore 80-100 kg da™ S

uygulamasinin,  bitkide  optimum  enzim
aktivitesini artiracagi belirlenmistir.
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