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Bitkilerde Aktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Ali Dogru'”

OZET

Aerobik organizmalar i¢in oksijen vazgegilmez bir molekiildiir. Biyotik ve abiyotik
stres faktorleri altinda bitkilerde elektron taginimu ile ilgili reaksiyonlar aktif oksijen
tirlerinin olusum hizimi artirir. Bu reaksiyonlarda elektronlar stres faktorlerinin
etkisiyle asil hedef molekiil yerine oksijene verilir. Bu sekilde baglayan zincirleme
reaksiyonlar bitki dokularinda siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikali gibi aktif oksijen tiirlerinin birikim gdstermeye baslamasina yol agar.
Antioksidant sistemin yeterince aktive edilememesi durumunda oldukga reaktif olan
aktif oksijen tiirleri hiicresel bilesenlere zarar vermeye baslar. Bu olay oksidatif stres
olarak bilinir. Aktif oksijen tiirleri bitki hiicrelerindeki bir¢cok organelde olusabilir.
Kloroplastlar bitki hiicrelerinde aktif oksijen tiirlerini olusturma kapasitesi
bakimindan en aktif organellerdir. Bunun disinda mitokondriler, peroksizomlar,
endoplazmik retikulum gibi organellerle apoplastik bolgede de aktif oksijen olusumu
gozlenir. Stres kosullar1 altinda sekonder bir stres olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres
tarimsal verimliligi tehdit eden en 6nemli faktor olarak kabul edilmektedir. Bu
derlemede bitki hiicrelerinde aktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olan metabolik
olaylar, bu bilesiklerin kimyasal oOzellikleri ve oksidatif hasar olusturma
mekanizmalar1 tartigilmistir.

Active Oxygen Species and Oxidative Stress in Plants

ABSTRACT

Oxygen has been an indispensable molecule for aerobic organisms. The reactions
related to electron transport in plants under biotic and abiotic stress factors may cause
acceleration of the formation rate of active oxygen species. In these reactions, electrons
are delivered to the oxygen instead of main target molecule as the result of stressful
conditions. Thus, a chain reaction starts and this leads to the accumulation of the active
oxygen species in plant tissues, such as superoxide, hydrogen peroxide and hydroxyl
radical. In the case of lower antioxidant activity, active oxygen species begin to be
harmful to cell components, which is known as oxidative stress. Active oxygen species
may be produced in several cell compartments in plant cells. Chloroplasts, for
example, are known to have the highest potential to produce active oxygen species in
plant cells. In addition, mitochondria, peroxisomes, endoplasmic reticulum and
apoplast are included in the formation of active oxygen species in plants. Oxidative
stress, which appears secondary stress under stressful conditions, has been accepted as
the most serious threat for agricultural productivity. In this review, metabolic reactions
leading to the formation of active oxygen species in plants, the chemistry of these
reactive compounds and their mechanism to produce oxidative stress are discussed.
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Giris

Diger aerobik organizmalar gibi bitkiler de etkili bir sekilde enerji iiretebilmek icin
oksijene ihtiya¢ duymaktadirlar. Molekiiler oksijen (O3) ilk olarak yaklasik 2,7 milyar yil
once fotosentetik organizmalardaki oksijen evoliisyonu reaksiyonu sonucu olusmus ve
aktif oksijen tiirleri (AOT) aerobik yasamin bir pargast haline gelmistir [1]. Ancak
oksijenin varlig1 hiicresel yapilarin ve reaksiyonlarin siirekli oksidatif bir tehdit altinda
olmasina yol agmaktadir [2]. Bitki hiicrelerinde oksijenin suya tam olarak indirgenmesi,
gerekli enerjinin aciga ¢ikmasini saglarken, oksijenin tam olarak indirgenememesi ise
oldukca reaktif olan ve DNA, proteinler ve lipidler gibi bircok makromolekiile zarar veren
AOT’lerin olusumuna neden olmaktadir [3]. AOT’lerin hiicresel yapilarda hasar
olusturmas1 ise “oksidatif stres” olarak tamimlanmaktadir. Kloroplast ve
mitokondrilerdeki redoks reaksiyonlar1 sirasinda, bazi stres faktorleri nedeniyle
elektronlarin asil alict molekiil yerine molekiiler oksijene verilmesi sonucu AOT’ler
olugmaya baglar. Agir metaller, kuraklik, yiiksek ve diisiik sicaklik, mekanik yaralanma,
ultraviyole (UV) 151k, fotoinhibisyona yol agan yiiksek 151k yogunlugu, patojen
enfeksiyonu ve hava kirliligi gibi stres faktorlerinin de AOT olusumuna ve oksidatif
strese neden oldugu bilinmektedir [4,5]. Bu durumda oksidatif stres, bitkilerde biyotik ve
abiyotik stres faktorlerinin etkisiyle ortaya c¢ikan sekonder bir stres olarak
nitelendirilebilir.

AOT’ler peroksizomlar, kloroplastlar ve mitokondriler gibi farkli hiicresel organellerde
lokalize olan metabolik reaksiyonlar sirasinda ara iiriin olarak da meydana gelebilir [6,7].
Gelismis bitkilerde fotosentez olay1; oldukea iyi organize olmus tilakoid membranlara
sahip olan kloroplastlarda meydana gelen bir olaydir. Tilakoid membranlar optimum 151k
absorbsiyonu i¢in gerekli yapisal 6zelliklere ve bilesenlere sahiptir. Fotosentez boyunca
kloroplastlarda olusan oksijen, elektron tasimim reaksiyonlarindan gelen elektronlari
alarak stiperoksit radikalini (O2") olusturabilir. Normal kosullar altinda AOT’ler ¢esitli
antioksidant savunma mekanizmalar1 ile detoksifiye edilir [8]. Ancak tuzluluk, UV
radyasyonu, kuraklik, agir metaller, asir1 yliksek ve diisiik sicakliklar, besin eksikligi,
hava kirliligi, herbisitler ve patojen saldirilar1 gibi biyotik ve abiyotik stres faktorleri,
AOT’lerin olusum ve detoksifikasyon hiz1 arasindaki dengeyi bozabilir. Bu da hiicresel
yapilarda hasarlara neden olan AOT’lerin hiicre igindeki miktarinin hizla artmasina yol

acar (Sekil 1) [9].
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Sekil 1 AOS (antioksidant sistem) ve AOT (aktif oksijen tiirleri) arasindaki denge [13]

O2" radikali gesitli reaksiyonlar sonucunda hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali
(OH") ve diger AOT lerin olusmasina yol acar. O radikali, H202, 02 (singlet oksijen),
HO.~ (perhidroksi radikali) ve OH~ radikali gibi AOT’ler oldukga reaktiftir ve toksik
etkilere sahiptir. Farkli ¢gevresel stres faktorlerinin etkisiyle bitki dokularinda meydana
gelen AOT ler {irlin kayiplarinin temel sebebidir [10-12]. AOT’ler niikleik asitlerde hasar
olusturarak, proteinleri okside ederek ve lipid peroksidasyonuna neden olarak bir¢ok
hiicresel fonksiyonda bozulmalara neden olur [8].

Bitkilerde, AOT’lerin toksik etkilerinden korunmak i¢in etkili bir antioksidant savunma
sistemi bulunmaktadir. Bu sistemin enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri
AOQOT’lerin olusumunu engelleyerek ya da olustuktan sonra AOT’leri detoksifiye ederek
hiicresel yapilarin oksidatif stres hasarlarindan korunmasini saglar.

Bu derlemede ¢esitli AOT’lerin olusum reaksiyonlart ve lokasyonlari, AOT lerin bitki

hiicrelerinde meydana getirdikleri hasarlar tartigilmistir.
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Okside Edici Bilesiklerin Kimyasi

Oksijen yer kabugunda en yaygin olarak bulunan elementtir [14]. Ayn1 zamanda suyun
kiitle olarak %89’unu olusturdugundan canli organizmalarda da kiitle bazinda en fazla
miktarda bulunan elementtir [ 15]. Oksitleme yetenegi bakimindan ise flordan sonra ikinci
sirada bulunmaktadir [16,17]. Atmosferde bulunan oksijenin temel formu O2’dir. Bu
molekiiliin paylasilmamis iki elektronu vardir ve bu elektronlarin paralel spinli
olmasindan dolay1 temel durumdaki oksijen (O2) diisiik bir reaktiviteye sahiptir. Bu olaya
“spin kisitlamas1” ad1 verilir. Yani Oz kimyasal olarak ¢ok fazla aktif olmadig1 gibi ayni
zamanda aerobik organizmalar i¢in toksik de degildir. Yiiksek bir reaktiviteye sahip
olmasi i¢in O2’ye spin kisitlamasini ortadan kaldiracak bir enerji girisinin gergeklesmesi
gerekir. Bu enerji bircok kimyasal ve biyokimyasal reaksiyondan, elektron taginim
reaksiyonlarindan, UV ve iyonize radyasyondan saglanabilir. Biyolojik sistemlerde
bulunan birgok AOT arasinda 10z, OH~, H202, Oz~ ve nitrik oksit (NO~) oksidatif stresi
indiikleyen en 6nemli AOT lerdir [11]. Bunun disinda peroksil, alkoksil ve hidroperoksil

radikalleri ile peroksinitrit, ozon ve hipoklorik asit de diger 6nemli AOT lerdendir.
Molekiiler Oksijenin indirgenmesi ve Aktivasyonu

Molekiiler oksijenin indirgenmesi, birbirini takip eden, her basamakta tek bir elektronun
oksijen tarafindan alinmasimi ve farklit AOT lerin olusumunu saglayan dort agsamadan
ibarettir. Bu olaya “monovalent rediiksiyon” ad1 verilir [18,3,19]. Monovalent oksijen
rediiksiyonu yoluyla olusan c¢esitli AOT’ler sekil 2’ de goriilmektedir. Bu reaksiyon
zincirinin ilk basamagi enerji gerektirmektedir. Ancak diger basamaklar1 ekzotermik
ozellige sahiptir ve bu nedenle kendiliginden veya kataliz yoluyla gerceklesebilmektedir
[20].

.'/> ™ \ :"f \- J \
|‘<., : y: I" 2 /I : 3 :
O; 4 ¢———2 05 + ¢+ 2H" — < H,0; + (¢ ="+ OH- + ¢ + H
Fe, Cu veyn
Mn

4 .
{ \
| & |
\ )

“e HLO

Sekil 2 Monovalent oksijen rediiksiyonu sonucunda meydana gelen AOT” ler [21]

Oksijenin aktivasyonu, klorofil molekiiliiniin uyarilmasi (eksitasyonu) araciligiyla 1s18a
bagimli reaksiyonlarla da saglanabilmektedir [22]. Bu reaksiyonda 1sik enerjisinin
absorblanmasi ile klorofil molekiiliindeki bir elektron temel durumundan (Klo, So),

yiiksek enerjili bir duruma (Klo*, S2) firlatilmaktadir. Klorofil molekiilii ¢ok kisa bir siire
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icerisinde bu elektronunun enerjisinin bir kismin1 kaybederek daha diisiik enerjili bir
duruma (S1) ve daha sonra yine enerji kaybi ile triplet (T*) duruma gegmektedir. S1
durumundan triplet durumuna doniisiim sirasinda, klorofil molekiiliiniin uyarilmis
elektronunun spini de degismektedir. Enerjinin triplet klorofil molekiiliinden temel
durumdaki oksijene transferi ile klorofil molekiilii temel durumuna dénerken; bu kez de
temel durumdaki oksijenin elektronlarindan birinin spini degismekte ve sonugta O
(singlet oksijen) olugsmaktadir [23]. Sekil 3’te singlet oksijenin olusum mekanizmasi

gorilmektedir.
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Sekil 3 Molekiiler oksijen (O,) ile triplet klorofilin (T*) etkilesimi sonucu singlet oksijenin (*O5)

olusumu [21]
Bitkilerdeki Aktif Oksijen Tiirleri

Siiperoksit radikali (O2")

Temel durumdaki oksijen (O2) bir elektron alarak spin kisitlama 6zelligini kaybedebilir.
Bu elektron bitki hiicrelerindeki elektron taginim reaksiyonlar1 veya nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon sirasinda gergek
hedefine ulastirilamayan bir elektrondur. Oksijenin bu sekilde bir elektron almasi ile
stiperoksit radikali veya siiperoksit anyonu (O2”) olusur. Siiperoksit radikalinin yar1 6mrii
1-1000 ps arasindadir ve olustugu yerden difiizyonla ancak birka¢ pm’lik mesafeyi kat
edebilir [24].
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Siiperoksit radikali birgok reaksiyona katilabilir ancak oncelikle bir H" alarak
hidroperoksit radikalinin (HO2") olusumuna neden olur. Bu bilesik siiperoksit radikaline
gore hem daha reaktif hem de daha stabil bir yapiya sahiptir ve biyolojik membranlar1
gecebilir. 1ki molekiil hidroperoksitin reaksiyona girmesi ile Oz ve H.02 meydana gelir.
Bu reaksiyona “siiperoksit dismutasyonu” adi verilir. Yani dismutasyon reaksiyonu
sonucunda aynt maddeden yapisal olarak iki farkli {irtiin meydana gelir. Siiperoksit
radikali biyolojik makromolekiillerde kimyasal bir degisime yol agmaz ancak oksidatif
stresin ana kaynagi olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda diger AOT’leri indirgeyerek daha
kuvvetli oksitleyici molekiillerin olusumuna yol agar [25]. Siiperoksit radikali Fe*® ve
Cu*? iyonlarmi Fe*? ve Cu* formuna indirgeyebilir. Olusan indirgenmis demir ve bakir
iyonlar1 da HO: ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturabilir. Hidroksil
radikali de neredeyse biitiin makromolekiillerde yapisal degisimlere neden oldugu i¢in
oksidatif stres i¢in merkezi bir role sahiptir. Ayrica stiperoksit ve hidroperoksit radikalleri
nitrik oksitle reaksiyona girerek asir1 derecede reaktif olan peroksinitrit ve alkil
peroksinitrit radikallerini olusturabilir.

Bitki hiicrelerinde olusan siiperoksit radikallerinin temel kaynaginin kloroplast ve
mitokondrilerdeki elektron taginim sistemlerindeki elektron kagaklar1 olduguna
inanilmaktadir [26-30]. Elektron tasinim sistemlerindeki elektronlarin yaklasik %1-5inin
sistemden c¢ikabilecegi ve bunlarin bir kisminin Oz ile reaksiyona girerek siiperoksit
radikalinin olusumuna yol ac¢tig1 bildirilmistir [31]. Stiperoksit radikali biyosentezi stres
altinda olmayan bitkilerin dokularinda da gerceklesen bir olaydir. Ancak stres altindaki
bitkilerde bu radikalin sentez hizi artar ve antioksidant sistemin detoksifikasyon
kapasitesinin {izerine ¢ikar. Kloroplastlarin tilakoid membranlarindaki fotosistem I (FSI)
ve fotosistem II’ de (FSII) meydana gelen elektron kagaklarmin lokasyonlar1 sekil 4 te
gosterilmistir [32,33]. Bunun disinda mitokondriyal kompleks I ve kompleks II de
elektron kagaklarinin meydana gelebildigi bolgelerdendir [29,34].
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Sekil 4 FSI ve FSII’de siiperoksit olusumunun gerceklestigi bolgeler (ITK: 1s1k toplayici
kompleks; OEK: oksijen evoliisyon kompleksi; Mn: mangan; Feo: feofitin; Qag: Kinona ve
kinong; PQ: plastokinon; Fd: ferrodoksin) [15]

Yapilan arastirmalar feofitin, kinona ve sitokrom b559” un FSII’nin akseptor bolgesinde
O.’yi indirgeyerek siiperoksit radikali olusturma kapasitesine sahip oldugunu ortaya
cikarmustir [35,36, 33,37]. Bunun disinda FSII’nin dondr bolgesinde de siiperoksit
radikalinin tretildigi rapor edilmistir [38,39]. Ancak FSI kloroplastlardaki siiperoksit
radikalinin tiretimi bakimindan en aktif bolgedir [32,40]. Siiperoksit radikali FSI’in
akseptor bolgesinde bulunan psaA ve psaB iizerindeki 4F-4S (Fx), psaC iizerindeki A/B
birimleri ve ferrodoksin (Fd) tarafindan olusturulur [41].

Peroksizomlar normal kosullarda fotorespirasyon, yag asitlerinin oksidasyonu, azotlu
bilesiklerin metabolizmasi ve AOT detoksifikasyonu gibi fonksiyonlardan sorumludur.
Ancak patojen saldirisi, kadmiyum toksisitesi, tuzluluk, herbisit ve ksenobiyotik
maddelerin uygulanmasi sonucunda peroksizomlarda siiperoksit olusumu gézlenir [6,42].
Peroksizomlarda siiperoksit radikalinin olusumu ile ilgili iki farkli mekanizma
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi hiicresel matriksteki ksantin oksidaz enziminin
katalizledigi reaksiyondur. ikincisi ise peroksizom membranindaki NADH/NADPH-
bagimli kiiciik elektron tasinim kompleksidir. Bu kompleks NADH ferrisiyanit rediiktaz,
sitokrom b, monodehidroaskorbat rediiktaz ve NADPH:sitokrom P450 rediiktaz
enzimlerini igerir ve belli oranda sitosoldeki siiperoksit radikali tiretiminden sorumludur

[43,6,44].
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Yiiksek 1s1k yogunlugu, UV 1sinlar, herbisitler ve ksenobiyotikler bitkilerde kloroplastlar,
mitokondriler ve peroksizomlardaki elektron tasinim olaylarini olumsuz yonde
etkileyerek siiperoksit radikalinin olusum hizimi artirir. Bu stres tiplerinde elektron
tasinim sisteminden gergeklesen elektron kacgaklari oksidatif stresin primer sebebini
olusturur. Ancak tuzluluk, patojen saldirilari, mekanik yaralanma, kuraklik, yiliksek
sicaklik, diistik sicaklik, agir metaller, ozon ve sel stresi durumunda elektron taginim
sistemlerinde meydana gelen anormallikler stres cevabinin sonraki basamaklarinda ortaya
c¢ikan sekonder etkiler olarak kabul edilmektedir. Bu durum muhtemelen stres
olusumundan hemen sonraki donemde ortaya c¢ikan asir1 oksidatif stres yliziinden
antioksidant etkinligin azalmasindan kaynaklanmaktadir.

Hidrojen peroksit (H202)

Hidrojen peroksit bitki hiicrelerinde 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahip olan en stabil
AOT’dir [25,40]. Hidrojen peroksit paylasilmamis elektronlari bulunmayan zayif asit
karakterinde bir bilesiktir. Siiperoksit, hidroksil ve singlet oksijen radikalleri ile
karsilastirildiginda daha kararli bir yapiya sahiptir. Yine de canli dokulardaki yar1 6mrti,
hidrojen peroksidi parcalayan enzimlerin aktivitelerinden dolay1 bir saniyeden daha azdir
[25]. Sitoplazma oldukca indirgenmis, antioksidantlar bakimindan zengin bazik bir
yapiya sahiptir. Hiicre dis1 bosluklar ise asidik karakterdedir ve hem hidrojen peroksidi
hem de stiperoksit radikali gibi hidrojen peroksidin 6nciisii olan bilesikleri parcalayan
enzimler bakimindan fakirdir [45,46]. Bu nedenle apoplastik bolgede hidrojen peroksit
birikimi ve oksidatif stresin derecesi fazladir.

Bitkilerde hiicre hacminin yaklasik %95’in1 vakuol olusturdugundan sitoplazma oldukc¢a
ince bir tabaka halindedir. Bu nedenle hiicre i¢inde iiretilen hidrojen peroksit, plazma
zarindaki akuaporinlerden gegerek hizla hiicre disina difiize olabilir [47]. Bitki
hiicrelerinde hidrojen peroksitin diger kaynaklar1 ise apoplastik bolgedeki NADPH
oksidazlar ve hem igeren simif-11I peroksidazlardir [11].

Bitki hiicrelerinde siiperoksit radikalinin olustugu bolgeler ayni zamanda hidrojen
peroksit olusumunun da orijini olarak kabul edilmektedir. Peroksidaz grubu enzimler
biyotik stres faktorlerine maruz kalan bitkilerde hidrojen peroksit olusumundan sorumlu
tutulmaktadir [48,49]. Yapilan bircok arastirma bakir iceren amino oksidazlar ve
poliamin oksidazlarla, glutatyon ve askorbat oksidazlar gibi sinif-IIl peroksidazlarin

tuzluluk, agir metal, yiiksek 151k yogunlugu ve diger abiyotik stres faktorlerinin etkisiyle
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aktivitelerinin arttigint ve bitki dokularinda AOT iiretimi i¢in Onemli oldugunu
gostermistir [50-52].

Bitkilerde oksidatif stresin hidrojen peroksit molekiilii ile indiiklendigine inanilmaktadir.
Hidrojen peroksidin oksitleyici 6zelligi zayiftir. DNA, amino asitler ve lipidlerde
kimyasal bir degisime neden olmaz. Ancak hidrojen peroksit dogrudan dogruya siilfidril
gruplar ile etkilesime girer ve asil hedefi hidroksil radikaline doniismesini saglayacak
olan ge¢is metallerini baglayan bolgelerdir [53,54]. Hidrojen peroksidin fruktoz
bifosfataz gibi bazi enzimleri inaktif hale getirdigi rapor edilmistir. Ancak bu
inaktivasyonun sebebinin aslinda c¢ozeltilerdeki gecis metalleri oldugu ortaya
cikarilmistir ve birgok proteinin gegis metali icermeyen ¢ozeltilerde 100 mM’lik hidrojen
peroksit konsantrasyonunda stabil kalabildigi bildirilmistir [25].

Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali oksidatif stres boyunca lipid peroksidasyonu ile niikleik asitler ve
proteinlerde meydana gelen oksidatif hasardan en fazla sorumlu olan AOT’dir. Bunun
disinda, oksidatif stres sinyali ve programlanmis hiicre 6liimleri ile dogrudan iligkili
oldugu da rapor edilmistir [55,56]. Hidroksil radikali bitkilerin strese maruz kalmasindan
hemen sonra olusmaya baglar ve hem kalsiyum hem de potasyum kanallarin1 aktif hale
getirerek kalsiyumun hiicre i¢ine girmesine, potasyumun da hiicre disina ¢ikmasina neden
olur [56]. Hidroksil radikalinin in vivo ortamdaki yar1 6mrii yaklasik 1 ns, difiizyonla
katedebilecegi mesafe ise 1 nm’den daha azdir [57]. Ancak bir¢ok organik molekiille
reaksiyona girme yetenegi oldukca yiiksektir. Canlilarda hidroksil radikalini
temizleyecek ya da detoksifiye edecek herhangi bir enzim sistemi yoktur. Mannitol,
sorbitol, dimetil sulfoksit ve tiyoiire gibi bazi bilesiklerin etkileri hidroksil radikalinin
detoksifikasyonu ile degil; bu bilesiklerin hidroksil radikali onciileri ile reaksiyonu ve
gecis metallerini selatlamalart ile ilgilidir.

Hidroksil radikali biyosentezi i¢in Fenton rekasiyonlari 6nemlidir (Sekil 5). On
dokuzuncu vyiizyllda Fenton tarafindan gerceklestirilen calismanmna amaci Fe'?
iyonlarinin tartarik asit lizerindeki etkilerinin arastirilmasi idi [58]. Ancak elde edilen
bulgularin 6neminden dolayr bir asirdan uzun siiredir kullanilmaktadir. Giiniimiizde
Fenton kimyasi ve Fenton benzeri reaktifler gibi ifadeler, hidrojen peroksit ve gegcis
metallerinin varliginda meydana gelen hidroksil radikali, su ve siiperoksit radikali

olusturan reaksiyonlar i¢in kullanilmaktadir [59].
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e e, 2H* e
0, Oy +» H,0, » OH-+OH ]
Me*? + H,0, + Me™ 4+ 0OH- + OH (1I)
; +H* .
Me'2 - O0OH »  Mer + OH- « M3+ OH-+0H- (III)

Sekil 5 Bitkilerde hidroksil radikalinin olusmasina neden olan reaksiyonlar (Me: metal) [15]
Fenton reaksiyonlar1 sirasinda bir¢ok ara iiriin olusmasina ragmen, net reaksiyon sekil

6’daki gibidir [60, 61].

Me{ind) + H,O, » Me(oks)+ OH- + OH- (n

Me(oks) + H,0, = Me(ind) + HO,~+ H” (11)

Sekil 6 Fenton reaksiyonu (Me: metal; ind: indirgenmis; oks: oksitlenmis) [60]

Bitkilere UV-B stresi uygulamasi sonucunda hidroksil radikalinin bitki dokularindaki
asir1 iretimi biiylimenin inhibisyonuna neden olmaktadir [62,63]. Arabidopsis thaliana
koklerinde de tuz stresi etkisiyle hidroksil radikali liretiminin arttig1 rapor edilmistir.
Sonugta hidroksil radikali birikimi potasyum kanallarin1 aktive ederek hiicrelerin
potasyum kaybetmesine, potasyuma bagimli proteazlarin ve endoniikleazlarin
aktivasyonuyla da programlanmis hiicre 6liimlerine yol agmustir [56]. Hidroksil radikali
birikiminin fotosentetik aygitta da 6nemli hasarlara yol agtig1 belirlenmistir [64]. Stres
kosullar1 altinda hidroksil radikali her iki fotosistem tarafindan da iiretilebilir. FSI’deki
elektron kacaklar1 siiperoksit birikimine neden olur. Olusan siiperoksit radikalleri
dismutasyon reaksiyonu ile hidrojen perokside doniistiiriilir. Daha sonra stromada
birikim gosteren hidrojen peroksit serbest gecis metalleri ile hidroksil radikaline doniisiir
[65]. FSII’de muhtemelen gegis metallerini baglayan ii¢ bolge hidrojen peroksitten
hidroksil radikali olusumuna neden olur [66]. Boylece olusan oksidatif stres sonucunda
kloroplastlarin fonksiyonu bozulur.

Singlet oksijen (*O2)

Oksijenin kloroplastlarda FSII’ nin reaksiyon merkezi olan P680’in 15181 absorbe etmesi

sonucunda aktive edilmesi, oldukga reaktif olan singlet oksijen radikalinin olusumuna yol
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acar [67,32]. Singlet oksijen reaksiyon merkezinde bulunan B-karotenin yani sira su,
tokoferol, indirgenmis plastokinon ve flavonoidler yardimiyla hizla detoksifiye edilebilir
[68,67,32,69,70]. Bitkilerde Ozellikle fotooksidatif stres gibi abiyotik stres kosullari
altinda singlet oksijenin iiretim miktar1 artig gosterebilir [11,32,70]. Sonugta oksidatif
hasar meydana gelir ve programlanmais hiicre 6liimleri tetiklenir [71,72].

Singlet oksijenin dokulardaki yar1 6mriiniin ve difiizyon mesafesinin sirasiyla yaklasik
3,5 us ve 190 nm oldugu belirlenmistir [32]. Baz1 aragtiricilar da singlet oksijen igin
kloroplastlardaki diflizyon hizinin sadece birka¢ nm oldugunu belirtmis buna gerekce
olarak da hiicre 6z suyunun yiiksek viskozitesini ileri siirmiislerdir [73]. Ancak son
yillarda 6zel sensorlerle yapilan arastirmalar singlet oksijenin bitki hiicrelerinde
sanildigindan daha stabil bir yapiya sahip oldugunu, diflizyonla kloroplastlarin digina
cikarak hiicre ceperine kadar ulasabildigini gostermistir [74,75]. Buna gore singlet
oksijenin bitki hiicrelerinde bircok makromolekiille reaksiyona girerek oksidatif hasara
neden olma kapasitesine sahip oldugu soylenebilir. Sekil 7’de bitki hiicrelerindeki

AOT’lerin olusum bolgeleri ve reaksiyonlar1 6zetlenmistir.

I.\)_.o il _.o o, °_.a APOPLAST
e it

.~ — \uln 4t y—1 PLAZMAMEMBRANI |
// 7"“-//
[ &~ ° MO S " Fibeles 1SR\ savr Nab)

. . n 0,

¥ $ y( ) oo

AN I NALy €O,
N /

o |l¥ _——+FS RultvCo

L FSHE g
0; :
P ° )4“;‘\’_1 ! | Yag ssithert
' _KLOROPLAST Hotpieht/ [ Gl Kompal) ygonen )

T“"“".':. ,'~“\
ﬁmomho 1 \ o

Ksantin Gliserat Glikolat Agll Coa

°
O, s
)y 0, 2
Orik asit
l : o, 0 Q
Hidrokst Glikokslist Asetll Can
Allantedn plrivat Serin Kompleks 1V . sizom )

" MITOKONDRI ~ PEROKSIZOM

—

Sekil 7 Bitki hiicrelerinde AOT’ lerin olusabilecegi bolgeler (3-FGA: 3-fosfogliserat; ER:
endoplazmik retikulum; RuBisCo: ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz oksigenaz) [21]



Bitkilerde Oksidatif Stresin Temel Hasar Mekanizmalari

Lipid peroksidasyonu

Oksidatif stres proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve lipidler gibi
makromolekiillerde geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz modifikasyonlara yol agar
[28, 76]. Bunlar arasinda 6zellikle lipid oksidasyonu veya lipid peroksidasyonu oldukca
tehlikelidir. Clinkii bu olay neden oldugu bir seri reaksiyon sonucunda daha farkli serbest
radikallerin olusumuna neden olur ve oksidatif stres gostergesi olarak kabul edilir [76].
Lipid peroksidasyonu baslama, yayillma ve sonlanma olmak {izere ii¢ basamakta
gerceklesen bir olaydir [77,76]. Lipid peroksidasyonunun baslama evresi lipid
molekiilinden bir hidrojen atomunun hidroksil, alkoksil, peroksil radikalleri ile
peroksinitrit yardimiyla uzaklastirilmasi ile tetiklenir. Bu olayda hidrojen peroksit ve
stiperoksit radikali etkili degildir [25]. Hidrojen atomu molekiildeki metilen (-CH>-)
grubundan ¢ikarilir ve sonugta karbon merkezli bir lipid radikali (-CH'- veya L') meydana
gelir. Fosfolipidler radikallere ve peroksidasyona duyarhidir ¢iinkii yag asitlerinin
yapisindaki ¢ift baglar C-H baglarin1 zayiflatir ve hidrojenin uzaklastirilmasini
kolaylastirir. L' oksijeni aktive eder ve oksijen merkezli bir lipid peroksil radikali (LOO")
olusturur. Bu radikal de komsu yag asidinden bir hidrojen atomu uzaklastirarak bir lipid
hidroperoksit (LOOH) ve ikinci lipid radikalini (L) meydana getirir [77]. Boylece
yayillma evresi baglar. LOOH indirgenmis demir ve bakir gibi ge¢is metalleri ile
indirgeyici bir kirtlmaya ugrayabilir lipid alkoksil radikalini (LO") meydana getirir. Bu
radikal de oldukga reaktiftir ve bagka bir yag asidinden bir hidrojen atomu koparabilir.
Lipid peroksidasyonunun diger énemli bir mekanizmasi da ¢ift baglarin fotosistem II
reaksiyon merkezindeki singlet oksijenle direkt reaksiyonu sonucunda LOOH
olusumudur [78,72,76].

Siddetli lipid peroksidasyonu membranlarin zarar gérmesine, secici gegirgen 6zelligin
zayiflamasina, organellerin pargalanmasina, DNA, RNA ve proteinlerin fonksiyonlarini
kaybetmesine neden olur [25,76]. Lipid peroksidasyonunun son iiriinleri (malondialdehit
4-hidroksi-2-nonenal, 4-hidroksi-2-hegzanal ve akrolein) oksidatif stres markorii olarak
kabul edilmektedir.

Protein modifikasyonlari

AOT’ler proteinogenik amino asitleri oksitleyebilir [79,80]. Proteinlerin yapisindaki bu

tip modifikasyonlar spesifik metabolik, yapisal, diizenleyici ve taginim gibi proteinlerle
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gerceklestirilen fonksiyonlarin bozulmasina veya tamamen kaybolmasina yol agar.
Protein oksidasyonu ayni zamanda toksik protein {iriinlerinin olusumuna ve sonugta hiicre
Olimlerine yol acabilir [80]. 4-hidroksinonenal ve malondialdehit gibi lipid
peroksidasyonu {irtinleri lizin ve histidin gibi amino asitlerle reaksiyona girerek bu
molekiilleri oksitleyebilir. Proteinlerdeki oksidasyon sonucunda olusan hasarlarin
¢ogunun geri doniisiimsiiz olduguna inanilmaktadir. Ancak metionin ve sistein gibi
kiikiirt igeren amino asitler bu konuda istisnadir [81-83]. Bir¢ok aminoasidin oksidasyonu
patofizyolojik bir olay olarak kabul edilirken, kiikiirt iceren amino asitlerin
oksidasyonunun, protein katlanmasi 6rneginde oldugu gibi, diizenleyici bir rolii vardir.
Sisteinin AOT’lerle reaksiyonunun geri doniisiimlii olmast bu aminoasidin tam olarak
oksitlenmemesi ile ilgilidir. Proteinlerin yapisindaki farkli amino asitlerin oksidasyona
ugramasi fonksiyonel olarak da farkli sonuglar dogurmaktadir [81,84,83]. Ornegin
metionin AOT’lere karsi oldukca duyarlidir. Bu amino asit kolayca ve geri doniistimlii
bir sekilde oksitlenir ancak bu durum metioninin yapisinda bulundugu proteinin
fonksiyonunu etkilemez. Metionin ayrica bazi durumlarda proteinin yapisinda bulunan
diger amino asitlerin oksidasyona ugramasini da engelleyebilir. Sisteinin oksidasyonu ise
oldukca 6nemli diizenleyici sonuglara neden olur.

Karbonil grubunun olusumu (karbonilasyon) en yaygmn oksidatif protein
modifikasyonlar1 arasindadir [85]. Karbonilasyonun meydana gelebilmesi i¢in metionin
ve sisteinin oksidasyonundan daha fazla enerji gerekir. Ayrica karbonilasyon daha fazla
amino asit tizerinde etkili olur ve proteinlerin yap1 ve fonksiyonunda daha ciddi etkiler
yaratir [86,85]. Karbonilasyon sonucunda genellikle reaktif ketonlar ve aldehitler olusur.
Lizin, arjinin, prolin ve treoninin yan zincirlerinde meydana gelen oksidasyonlar primer
protein karbonilasyon reaksiyonlari olarak kabul edilir. Sekonder protein karbonilasyon
reaksiyonlar1 ise lipid peroksidasyonu boyunca meydana gelen aldehitlerin ilavesi ile
meydana gelir. Karbonilasyon, polipeptid zincirine biiyilk ve reaktif gruplarin
eklenmesine neden olur. Protein yapisinda molekiiller arasi kovalent capraz baglanma,
kirilma veya protein degredasyon hizinda degisimler gibi ciddi sonuglara yol agar. Bu tip
degisimler de proteinlerin fizyolojik ve enzimatik aktivitelerini inhibe eder. Tuzluluk,
kuraklik ve agir metal toksisitesi gibi birgok stres faktoriiniin bitkilerde protein

karbonilasyonuna neden oldugu rapor edilmistir [86-88].
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Karbonhidratlar iizerindeki etkiler

Karbonhidratlar bitkilerde en yaygin bulunan organik bilesiklerdendir. Ancak oksidatif
stres ve stres sinyali bakimindan en az calisilan bilesiklerdir. Karbonhidratlar ¢eper
yapisina girerek bitkilere mekanik destek ve sekil verir, indirgenmis karbonun
depolanmasini saglar, enzim aktivitesini ve ozmotik basinci diizenler ve enzimatik
olmayan antioksidant savunma saglar. Karbonhidratlarin oksidasyonu bitkiler igin
zararhdir.

Hidroksil radikallerinin ksiloglukanlarla ve pektinlerle enzimatik olmayan bir sekilde
reaksiyona girdigi, bunlar1 pargaladigt ve ¢eper yumusamasina neden oldugu
bildirilmistir [53]. Bu olay aslinda bitkilerde hiicre biiylimesi ve meyve olgunlasmasi
bakimindan faydalidir [53,54]. Ancak stres kosullar1 s6z konusu oldugunda ve katalitik
bakir ve demir aktiviteleri arttiginda patofizyolojik sonuglar ortaya cikabilir [89,90].
Mono ve disakkaritlerin AOT temizleyicisi olarak rol oynadig: bildirilmistir [91]. Buna
gore AOT temizleme konusunda en etkili olan karbonhidrat maltoz, etkisi en zayif olan
ise sorbitoldiir [92]. Bir¢ok bitki tiirtinde glukoz, fruktoz, sukroz, trehaloz ve mannitol
gibi karbonhidratlarin birikimleri ile oksidatif strese diren¢ arasinda bir korelasyon
belirlenmistir [93,91]. Bu karbonhidratlarin bazi antioksidant enzimlere ait genlerin
expresyonunu olumlu yonde etkiledigi rapor edilmistir [93].

Niikleik asitler iizerindeki etkiler

Oksidatif DNA hasar1 tohum stoklarinin yaglanmasindan ve tarimsal 6neme sahip olan
bitkilerin Sliimiinden sorumlu olabilir [94]. Bu hasarlar yanlis baz eslesmeleri, cift
zincirde meydana gelen kirilmalar ve bazlardaki kimyasal degisimler olmak iizere ii¢
grupta incelenmektedir [95,96]. Hidroksil radikalleri niikleik asitlerde, niikleotid
bazlarna ¢ift bag ilave ederek ve hem 2-deoksiribozun her bir C-H bagindan ve timinin
metil grubundan hidrojen atomunu ¢ikararak hasar olusturur [97].

Bitkilerde DNA hasarlarinin tamir edilmesini saglayan bir onarim sistemi vardir. Bu
sistem molekiiliin hasar goren kisminin dogrudan onarmmini sagladigi gibi baz ve
niikleotid degisimini de saglar [98]. Bu koruma konusunda sitosol ve organellerdeki
antioksidant savunma da onemli rol oynar. Yapilan arastirmalar niikleustaki AOT
detoksifiye eden enzimlerin DNA’ nin oksidatif stresten korunmasi konusunda yetersiz

kaldigin1 gostermistir [99]. Aynm1 zamanda stres kosullar1 altinda katalaz ve sitosolik
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askorbat peroksidaz enzimlerinin niikleer DNA’nin oksidatif hasardan korunmasini

sagladig bildirilmistir [99].
Cevresel Faktorlerin Bitki Oksidatif Stresine Etkisi

Tuz stresi

Toprak tuzlulugu diinyanin kurak ve yar1 kurak bolgelerinde tarimsal bitkilerin iiriin
miktar1 ve kalitesini smirlayan stres faktorlerinden biridir. Tuz stresi bitkilerde iyon
toksisitesi, besin eksikligi, genotoksisite ve ozmotik stresin yani sira oksidatif strese yol
acarak hasarlar olusturmaktadir [100]. Bitkilerde tuz stresinin hakim oldugu siire boyunca
stomalarin iletkenligi azalmakta ve COz alinimi kisitlanmaktadir. Boylece Calvin
dongiisiinde kullanilacak hiicreler arast CO2 konsantrasyonu azalmakta ve oksitlenmis
NADP* miktarinin azalmasi sonucunda NADP*’ye verilmesi gereken elektronlar
oksijene verilerek Oz~ radikalinin olusumu gerceklesmektedir [101]. O2~ radikalinin
enzimatik ya da enzimatik olmayan mekanizmalarla dismutasyonu sonucu meydana
gelen HyO,, tuz stresi altindaki bitkilerde Fenton reaksiyonu sonucunda asir1 derecede
reaktif olan hidroksil radikaline doniisebilir. Bunun disinda fotosistem II’nin reaksiyon
merkezinde, tuz stresi nedeniyle gozlenen yetersiz enerji dagitimi sonucunda triplet
Klorofil molekiillerinden singlet oksijen olusumu da gozlenmektedir [102]. Farkli bitki
tiirlerinde yapilan arastirmalar tuz stresinin neden oldugu oksidatif stresin altinda yatan
temel sebebin dokulardaki H20> ve siiperoksit birikimi oldugunu gostermistir [103-109].
Kuraklik stresi

Kiiresel 1sinmanin bir sonucu olarak etkisi her gecen giin daha yogun bir sekilde
hissedilmeye baglayan kuraklik stresi, bitki biiylimesini ve tarimsal iiretimi olumsuz
yonde etkileyen gevresel stres faktorleri arasindadir [110]. Bitkilerde kuraklik stresinin
etkileri arasinda dokulardaki su miktarinin azalmasi, yaprak dokularinin su potansiyelinin
azalmasi ve turgor kaybi, stomalarin kapanmasi, hiicre biiylimesinin yavaslamasi, enzim
aktivitelerinin degismesi ve fotosentetik aktivitenin azalmasi sayilabilir [111]. Ayrica
aktif oksijen tiirlerinin miktarindaki artis sonucunda ortaya c¢ikan oksidatif stres de
bitkilerde kuraklik stresinin sekonder etkisi olarak kabul edilmektedir. Yapilan
arastirmalar kuraklik stresi altindaki Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Helianthus
annuus, Stevia rebaudiana, Triticum aestivum, Oryza sativa and Sorghum bicolor gibi
bitki tiirlerinin dokularinda kuraklik stresi sonucu H2O> ve O2™ miktarinin belirgin sekilde

arttig1 belirlenmistir [112-118].
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Diisiik sicakhk stresi

Diisiik sicakliklar 6zellikle 1liman iklime sahip bolgelerde bitkilerin cografi dagilimini,
bliylime ve gelismesini, verimini ve canliligini etkileyen abiyotik stres faktdrlerinden
biridir [119]. Diusiik sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde birgok fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler degisim gozlenmektedir [120]. Diisiik sicakliklarin bitki
metabolizmasina yol agtig1 degisimlerin temelinde iiretim hiz1 artan siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali gibi bilesiklerin neden oldugu oksidatif strestir [119].
Mercimek, domates, Solanum lycopersicum, arpa ve piring gibi bitkilerde diisiik sicaklik

stresinin dokulardaki AOT miktarini artirdigi tespit edilmistir [121-125].
Sonuc¢

Metabolik olaylar sirasinda bitki hiicrelerinde farkli aktif oksijen tiirleri siirekli
olugsmaktadir. Antioksidant sistemin enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri aktif
oksijen tiirlerinin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi korumaktadir. Ancak biyotik
ve abiyotik stres faktorleri bitki hiicrelerindeki aktif oksijen tiirlerinin olusum hizini
artirmakta ve antioksidant sistemin kapasitesi hiicresel bilesenleri koruma konusunda
yetersiz kalabilmektedir. Bu durumda tarimsal bitkiler s6z konusu oldugunda ciddi verim
kayiplar1 ortaya ¢ikmaktadir. Giinlimiizde ekonomik 6neme sahip olan bitkilerin gesitli
stres faktorlerine kars1 direncini artirmak ve iiriin kayiplarini en diisiik seviyeye indirmek
icin molekiiler tekniklerle bitkilerin antioksidant kapasitesi artirilmaya calisilmaktadir.
Bunun disinda bitkilere antioksidant sistemi uyaracak hidrojen peroksit gibi bilesikler
veya antioksidant sistemin metabolit gereksinimini daha iyi1 karsilamak amaciyla
askorbik asit, glutatyon ve a-tokoferol (E vitamini) gibi antioksidant etkiye sahip
bilesikler uygulanarak bitkiler oksidatif strese daha direncli hale getirilmeye
calisilmaktadir. Buna gore, bitki dokularinda aktif oksijen tiirlerinin olusumu, kimyasi ve
oksidatif hasar olusturma mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi iirlin kayiplarinin da

azaltilmasi1 bakimindan faydali olacaktir.
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