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TÜKENME TEHLİKESİ ALTINDAKİ MAVİ YILDIZ “Amsonia orientalis” 

BİTKİSİNİN STRES PROTEİNLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

ÖZET 

Amsonia orientalis Decne. (Apocynaceae), dünyada sadece Türkiye’nin kuzeybatısı 

ve Yunanistan’ın kuzeydoğusu olmak üzere son derece dar bir alanda yayılış 

gösteren, nadir ve tükenme tehdidi altında olan bir bitki türüdür. Nesli tükenmekte 

olan bu bitkinin bünyesinde, Apocynaceae familyasının diğer birçok üyesi gibi tıbbi 

ve ekonomik öneme sahip çok sayıda glikozitler ve glikoalkaloitler bulundurduğu 

bilinmektedir. Yapısında tıbbi açıdan geniş bir spektrumda kullanılması muhtemel 

fenolik maddeleri bulunduran; ancak dar bir alanda yayılış gösteren “Mavi yıldız” 

bitkisinin ülkemizde bulunması önemlidir. Bu çalışmada kuraklık, ağır metal 

kirliliği, tuzluluk ve radyasyon gibi strese sebep olan abiyotik faktörlerin A. 

orientalis üzerindeki etkilerini araştırılmak üzere, antioksidan enzimlerinin (katalaz, 

peroksidaz, süperoksit dismutaz) biyokimyasal özellikleri, MDA (Malondialdehit) ve 

hidrojen peroksit (H2O2) içeriği elektrofotometrik ve spektrofotometrik olarak analiz 

edilmiştir. Sonuç olarak, tuz stresinin SOD, POD ve CAT aktivitesinin kontrol 

grubuna oranla arttığı, en fazla artışın 75 mM ve 50 mM NaCl varlığında olduğu 

saptanmıştır. Kuraklık stresinde ise CAT, POD ve SOD spesifik aktivitesinin kontrol 

grubuna oranla yüksek çıktığı tespit edilmiştir. UV-B stresinde ise SOD ve POD 

aktivitesinin kontrol grubuna oranla arttığı, CAT aktivitesindeki en fazla artış 15 

dakika UV-B stresinde meydana geldiği görülmüştür. Zn
+2

 stresinde ise bitkinin 

SOD aktivitesi düşmüş, CAT ve POD aktivitesi ise arttığı gözlenmiştir. Mo
+6

 

stresinde ise SOD enzim aktivitesi değişmemiş olup, CAT ve POD aktivitesi 

artmıştır. Tüm stres koşullarında bitkinin MDA ve H2O2 miktarları kontrol grubuna 

oranla yüksek çıkmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Amsonia orientalis, Antioksidan Enzimleri, Bitkilerde Stres, 

Reaktif Oksijen Türleri.  
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A DETAILED STUDY BASED ON STRESS PROTEINS OF ENDANGERED 

BLUE STAR “Amsonia orientalis” 

ABSTRACT 

Amsonia orientalis, belonging to a group of Apocynaceae family, is a kind of 

endangered plant which occurs only in the north-west of Turkey and the north-east of 

Greece. The genus Amsonia is known for providing many glycosides and 

glycoalkaloids having medicinal and economic significance like the other members 

of the Apocynaceae family. Although distributed in a narrow space, this plant, called 

'bluestar', lives in our country and likely to be used in a wide range of medicine due 

to its phenolic compound nature; therefore immediate action should be taken in order 

to protect them. Thus, the aim of this study was designed to examine the production 

and biochemical characteristics of antioxidant enzymes (catalase, superoxide 

dismutase and peroxidase), MDA (Malondialdehyde) and hydrogen peroxide (H2O2) 

contents of A. orientalis under some abiotic stress factors including drought, heavy 

metal contamination, salt and radiation. In coclusion, it was determined that the salt 

stress increased compared to control group pf SOD, POD and CAT activities, and the 

maximum increase was in the existence of 75 mM and 50 mM NaCl. In the case of 

drought stress, specific activity of CAT, CAT and POD were foound to be higher 

than control group. In the UV-B stress, SOD and POD activitiesincreased compared 

to control group, ant the maximum increasein the CAT activityoccured in UV-B 

stress for 15 minutes. In Zn
+2 

stress, SOD activityof the plant decreased and CAT and 

POD activity increased. In Mo
+6

 stress, SOD enzyme activitywas unchanged, CAT 

and POD activity increased. In all stress conditions, MDA and H2O2 contents of the 

plant were higher than control group. 

 

Keywords: Amsonia orientalis, Antioxidant Enzymes, Stress on Plants, Reactive 

Oxygen Species. 
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GİRİŞ 

Türkiye, Avrupa ülkelerinin toplam alanının on beşte biri kadar bir alana sahip 

olmasına rağmen, Avrupa’da yaklaşık toplam 12000 adet eğrelti ve tohumlu 

bitki ile 2750 adet endemik tür varken, bu sayı ülkemizde 9000 civarında olup 

bunlardan yaklaşık 3000 adedi sadece ülkemizde bulunmaktadır. Floramızda 

bulunan bitkilerin tehlike kategorilerine göre dağılımına bakıldığında toplamda 

4600 takson bir tehlike kategorisindedir. Bu sayı ülkemiz florasındaki toplam 

takson sayısının yaklaşık yarısına denktir ve bu durum ülkemizde koruma 

çalışmalarına duyulan ihtiyacı ortaya çıkarmaktadır (Ekim ve diğ., 2000).  

Amsonia orientalis parlak mavi-mor çiçeklere sahip çiçek durumundan dolayı 

Batı Avrupa ve Amerika'daki bahçelerde süs bitkisi olarak da kullanılır. Amsonia 

türleri diğer Apocynaceae (Zakkumgiller) familyası üyeleri gibi lateksli gövdeye 

sahiptir. Nerium gibi kimi akrabalarının lateksi zehirli alkaloitlere sahip olsa da 

Amsonia türlerinin lateksi nisbeten zehirsizdir. Bu lateksin insanlara karşı zararlı 

olduğu bilinmektedir. Fakat bitkinin geyik ve diğer memeliler tarafından 

yenmesine engel olmaktadır. Bu durum da bitkinin bahçelerde, peyzaj 

düzenlemelerinde kullanılmasında avantaj sağlar (Darke ve diğ., 2005). A. 

orientalis üzerine yapılan bir çalışmada 6 yeni flavonoid glikozit izole edilmiştir 

ve bu bileşiklerin kimyasal yapıları tanımlanmıştır (Itoh ve diğ., 2002). 

Flavonoidler doğada birçok bitkide yaygın olarak bulunan düşük molekül 

ağırlıklı fenolik bileşiklerdir. Bu gruba dahil olan glikozitler (flavonoid 

glikozitler) kardiyovasküler sistem düzenleyicileri olarak çok eskiden beri 

kullanılmaktadır. Flavonoidlerle in vivo ve in vitro olarak yapılan çalışmalar 

bunların kansere karşı koruyucu birçok mekanizmada rol oynadığını göstermiştir 

(Acemi ve diğ., 2017). Bunlar; östrojenik/antiöstrojenik aktivite, 

antiproliferasyon, hücre siklusunun durdurulması ve apoptozisin indüksiyonu, 

oksidasyonun engellenmesi, immun sistemin düzenlenmesi ve hücre içi sinyal 

iletimindeki değişikliklerdir (Atasever ve diğ., 2003). Bu bağlamda A. 

orientalis’in flavonoid içeriğinin önemi ortaya çıkmaktadır. 
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A. orientalis, başta abiyotik stres şartları (tuzluluk, kuraklık, besin elementlerinin 

eksiklik veya fazlalıkları, ağır metaller, hava kirliliği, radyasyon gibi) ve biyotik 

faktörler (hastalık oluşturan mantar, bakteri, virüs vb. ve zararlılar) olmak üzere 

çeşitli nedenlerle yeryüzünde giderek tükenmektedir. Bu faktörler, bitkinin 

büyüme ve gelişmesinde olumsuzluklara, bunlara bağlı olarak verim düşüklüğü 

ile sonuçlanan bir dizi gerilemeye neden olmaktadır. Bu çalışmada bitkinin stres 

şartlarına verdiği tepkilerin aratırılarak, bitkinin populasyon yoğunluğunun 

arttırılması ve tüm canlı yaşamının garanti altına alınması hedeflenmiştir. 
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1. GENEL BİLGİLER 

1.1. Bitkilerdeki Stres Etmenleri 

Bitkiler, optimum gelişimlerini kendileri için en uygun olan ortamlarda 

gösterirler. Normal metabolizma işleyişine bağlı olarak, bitkiler günlük ve 

mevsimlik değişimler etkisiyle büyümelerine devam etmelerine karşın, 

beklenmedik bir zaman diliminde ve herhangi bir etmenin sürekli veya aralıklı 

olarak etkisine maruz kalmaları sonucunda, gelişmelerini ve hayatta kalmalarını 

etkileyecek hastalıklar ve fizyolojik değişimler meydana gelebilmektedir. Bitki 

için elverişsiz olan bu şartlara sebep olan faktörlere ‘stres’ adı verilmektedir. 

Bitkilerdeki stres etmenleri, “abiyotik faktörler” ve “biyotik faktörler” olmak 

üzere iki çeşittir. Bu stres faktörleri, bitki yaşamının herhangi bir döneminde 

ortaya çıkarak, bitki büyümesini ve gelişmesini etkileyen, farklı bitki türlerinde 

farklı etkiler ortaya çıkmasına neden olan çevresel etmenlerdir. Doğadaki çok 

çeşitli biyotik ve abiyotik çevre etmenleri bitkilerde strese neden olmaktadırlar. 

Biyotik ve abiyotik stres etmenlerinin etkisi altında bitkilerde ortaya çıkan 

değişimler de stres olarak tanımlanır. Stres, önemli fizyolojik ve metabolik 

değişimlere yol açmakla birlikte, bitkilerde büyüme ve gelişmeyi olumsuz 

şekilde etkileyebilmekte, üründe nitelik ve nicelik kaybına (ürün kalitesinin ve 

miktarının azalmasına), bitkinin veya organlarının ölümüne yol açabilmektedir. 

Tablo 1.1. Bitkilerdeki stres faktörleri (URL-1) 

Abiyotik Faktörler Biyotik Faktörler 

Fiziksel Kimyasal 

1.Hastalık etmenleri 

2.Yabani bitkiler 

3.Böcekler 

4.Mikroorganizmalar 

5.Hayvanlar 

 

 

1.Kuraklık 

2.Tuzluluk 

3.Yüksek veya düşük sıcaklık 

4.Radyasyon 

5.Bitki besin maddesi  

6.Işık stresi 

7.Su baskını 

8.Mekanik etkiler  

1.Hava kirliliği 

2.Bitki besin elementleri 

3.Pestisitler  

4.Toksinler 

5.Tuzlar 

6.Toprak pH’sı 
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1.1.1. Bitkilerde tuz stresi 

Doğal ve kültür formundaki bitkiler yaşam süreci boyunca çeşitli stres 

faktörlerinin etkisinde kalabilirler. Özellikle kültür formu bitkilerde ürün 

verimine ve kalitesine olumsuz etki eden en büyük çevresel etken tuzluluktur. 

Kurak ve yarı kurak bölgelerde ortaya çıkan tuzluluk, üretimi sınırlandıran en 

önemli sorunlardan biridir (Asraf ve diğ., 1999). Abiyotik streslerden biri olan 

tuz (mineral) stresi %20’lik oranıyla kuraklıktan (%26) sonra kullanılabilir 

alanları en fazla etkileyen stres faktörüdür (Blum ve diğ., 1986). Mineral stresin 

çoğunu da tuzluluk oluşturmakta ve dünyada tuzluluğa maruz kalmış alanların 9 

milyon ha’dan fazla olduğunu söyleyebiliriz (Tuteja ve diğ, 2007). Dünya 

genelinde, sulanan alanların üçte birinde tuzluluk problemi vardır ve bu alanların 

yaklaşık olarak 950 milyon hektar olduğu tahmin edilmektedir (Shannon ve diğ., 

1984). Birleşmiş Milletler Çevre Programının (UNEP) tahminlerine göre, 

dünyadaki verimli alanların yaklaşık %50’si ile tarım arazilerinin %20’sinin 

tuzluluk tehtidi altında olduğu düşünülmektedir (Flowers ve Yeo, 1995). 

Tuzluluk, sularda veya topraklarda bulunan çözünmüş mineral tuzların 

yoğunluğundan ileri gelmektedir. Çözünmüş mineral tuzları, Na
+
, Ca

+2
, Mg

+2
, ve 

K
+
 gibi katyonlar ve Cl

-
, SO4

-2
, HCO3

-
, CO3

-2
 ve NO3

-
  anyonlarını içine alan 

başlıca çözünebilir maddeleri kapsamaktadır. Yüksek tuzluluk oranına sahip 

sularda B
+3

, Sr
+2

, Li
+
, SiO2, Rb

+
, F

-
, Mo

+6
, Mn

+7
, Ba

+2
 ve Al

+3 
gibi mineral 

maddeler de tuzluluğa katkı sağlamaktadır (Marschner ve diğ., 1997; Shannon 

ve diğ., 1984; Tanji ve diğ., 1990). 

Tuzluluk, dünyamızdaki verimli tarımı tehlikeye atarak besin ürünlerinin 

üretimini önemli düzeyde kısıtlayan çevresel faktörlerden birisidir (Botella ve 

diğ., 2005). Oluşma sebeplerine göre tuzluluğu “primer (doğal)” ve “sekonder” 

olarak ayırabiliriz. Primer tuzluluk; ana kayaçların ayrışması, okyanuslardaki 

tuzluluk ve iklimsel etmenler sonucu oluşmaktadır (Munns ve Tester, 2008). 

Sekonder tuzluluk ise; tarımsal alanlarda yoğun sulama faaliyetleri ile çeşitli 

tuzlar bakımından zengin yer altı suyu seviyesinin toprak yüzeyine kadar 

yükselmesi, aşırı otlatma, bir bölgenin doğal vejetasyonunu yok ederek tarım 
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arazilerinin açılması ve toprakların tuzluluğa sebep olan kimyasallarla 

kontaminasyonu sonucu gözlenmektedir (Pessarakli ve Szabolcs, 1999).  

Dünya genelinde tuzdan etkilenmiş olan toprakların çoğu Na2SO4 ve NaCl 

tuzlarından kaynaklanmaktadır (Pessarakli ve Szabolcs, 1999). Son yıllarda 

yapılan araştırmalarda yüksek konsantrasyondaki Na
+
 ve Cl

-
 iyonları, yüksek 

tuzluluk düzeyi ile eş anlamlı olarak değerlendirilir (Bohnert ve diğ., 1999; 

Grattan ve Grieve, 1994; Rhoades ve diğ., 1992). 

Tuz stresi bitkilerde çeşitli şekillerde kendini göstermektedir. Aşırı tuzluluk 

bitkilerde morfolojik ve anatomik değişikliklere sebep olan bir faktör 

olmasından dolayı, bitkileri tuza verdiği tepkiler açısından iki gruba ayırabiliriz: 

Yüksek tuz konsantrasyonlarına dayanıklı ‘halofit bitkiler’ ve tuzlu ortamlara 

duyarlı ‘glikofit bitkiler’ olarak tanımlanır. Halofit bitkiler, tuzlu koşullara uyum 

sağlayarak kendilerine zarar vermeyecek şekilde gerekli iyonları alır, 

yapraklarındaki osmotik potansiyeli dengeler ve metabolik olayları yerine 

getirerek gelişmelerini sürdürürler. Glikofit bitkilerin bir kısmı ise 200 mM 

NaCl konsantrasyonunda büyümeye devam etmekle birlikte, daha tuzlu 

ortamlara duyarlıdır ve zarar görebilir (Greenway ve Munns, 1980; Levittt ve 

diğ., 1980; Jenning ve diğ., 1980). Bununla birlikte bitki ister glikofit bir bitki ya 

da halofilik bir bitki olsun sitoplazmalarında bulunan yüksek orandaki tuzu 

tolere edemezler. Bu yüzden fazla miktardaki tuzu ya vokuollerde tutarlar ya da 

diğer metabolik faaliyetlerde kullanmak üzere lokalize ederler (Iyengar ve 

Reddy, 1996). Glikofit bitkiler ise Na
+
 alınımını sınırlandırırlar ya da yaşlı 

dokuları depo bileşeni olarak kullanarak fazla sodyumu bu dokularda biriktirirler 

(Cheeseman ve diğ., 1988). 

Tuz stresi hemen hemen bütün bitkilerin gelişimini etkileyerek çeşitli 

biyokimyasal ve fizyolojik bozulmalara neden olmaktadır. Örneğin, bitkilerin 

büyümesini ve gelişmesini osmotik ve iyon stresine bağlı olarak engeller (Parida 

ve Das, 2005). Bitkilerde, kök rizosferlerinde tuzluluğun artmasıyla ilk olarak 

osmatik stres oluşmaktadır. Bu dışsal osmotik stres, kullanılabilir su miktarının 

da azalmasına sebep olur ve bu olay “fizyolojik kuraklık” olarak da 

adlandırılmaktadır (Tuteja ve diğ., 2007). Kullanılabilir su miktarının 
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azalmasıyla bitkilerde hücre genişlemesinin azalması ve sürgün gelişiminin 

yavaşlaması gibi etkiler ortaya çıkar.  

Osmotik stresin devamında ortaya çıkan iyon stresi evresinde, ortamda artan Na
+
 

ve Cl
-
 iyonlarının K

+
, Ca

+3 
ve NO

-
 gibi gerekli besin elementleri ile rekabete 

girmesiyle bitkilerde, besin eksikliği veya besin dengesizliği meydana gelir (Hu 

ve Schmidhalter, 2005). 

Toprak tuzluluğu, fizyolojik kuraklık ve iyon stresi dışında bitkinin 

transpirasyonunu, solunumunu ve kök gelişimini azaltmaktadır.  Bu etkilerin 

sonucu olarak hormonal dengede yıkım meydana gelmekte, fotosentez 

azalmakta, nitrat alımı düşerek protein sentezinde azalma görülmekte ve bitki 

boyu kısalmaktadır. Bu durum, bitkinin yaş ve kuru ağırlığını etkilediğinden 

çiçek sayısını, meyve kalitesini azaltmakta ve verimin azalmasına neden 

olmaktadır (Bernstein ve diğ., 1967; Çakırlar ve Topçuoğlu, 1985; Robinson ve 

diğ., 1983; Sharma ve diğ., 1980). 

Tuz stresinin bitkiler üzerindeki etkisi, organ düzeyinde, hücre düzeyinde ve 

organel düzeyinde olabilir. 

Organ düzeyindeki etkileri, hücre bölünmesini ve uzamasını etkileyerek, 

bitkilerin kök ve gövdesindeki hücre sayısının, mitotik aktivitenin ve hücre 

bölünme oranının azalmasına neden olması şeklinde ortaya çıkar (Burssens ve 

diğ., 2000). Bu etkilere bağlı olarak, bitkinin kök, gövde ve ağırlığında ciddi 

azalmalar, yapraklarda küçülmeler ve sayısında azalmalar, yaprak yüzeyinde 

bulunan mumsu tabakada ve kutikula tabakasında incelmeler, vasküler doku 

farklılaşmasında ve gelişmesinde azalmalar ve bitkinin erken dönemlerinde 

kökte lignifikasyon oluşumu da gözlenebilir (Mohammad ve diğ., 1998; Reddy 

ve Iyengar, 1999). Kök tüyleri, artan tuz konsantrasyonuna bağlı olarak 

aktivitelerini kaybeder ve kaybolurlar (Ali ve diğ., 1999). Aşırı tuzluluk ile 

ortaya çıkan tuz stresi, bitkinin bütün gelişim süreçlerini etkilemesine rağmen, 

tohum oluşum sürecinin ve buna bağlı olarak tohum veriminin en fazla 

etkilendiği evre olduğunu söyleyebiliriz (Khatun ve Flowers, 1995). Ayrıca 

tuzluluk, bitkilerde reprodüktif evrede çiçek sayısında azalmalara ve çiçeklenme 

zamanında değişimlere de neden olmaktadır (Munns ve diğ., 2002). 
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Tuz stresinin hücresel düzeydeki etkileri, hücre zarı, hücre duvarı ve iyon 

içeriğindeki etkilere bağlı olarak kendini belli etmektedir. Hücre duvarı, 

bitkilerde ve mantarlarda bulunan hücrenin en dış tabakasıdır. Hücrenin hacmini 

düzenleyen ve şeklini belirleyen bu kısmı, hücreden salgılanan polisakkarit ve 

polimerlerden oluşan destek örtüdür. Tuz stresi koşullarında apoplastta yüksek 

oranlarda sodyum birikir. Apoplastta biriken sodyum, hücre duvarında bulunan 

pektin gibi elemanların iyonik dengesini bozarak ve apoplastik enzimleri 

olumsuz yönde etkileyerek hücre duvarının temel işlevlerini yerine getirmesine 

engel olmaktadır (Rengel ve diğ., 1992). Tuz stresinin etkilediği diğer bir yapı 

ise, çift tanbakalı fosfolipid ve bu tabakaya gömülü olan proteinlerden oluşan, 

seçici geçirgen hücre zarıdır. Hücre zarının yapısındaki lipid kompozisyonun 

yapısını değiştirerek, zar hasarlarına neden olmaktadır. Lipid 

kompozisyonundaki bu değişimler, lipidlerin sentezlenmesinde görev alan 

enzimlerin aktivitesindeki değişimler, degredasyonlar (parçalanma, yıkılma) 

veya fosfolipid çeşitlerinin hidrolizi sonucu meydana gelir (Huang ve diğ., 2006) 

ve bu durum, zarın akışkanlığını, geçirgenliğini ve zar proteinlerinin aktivitesini 

etkiler (Wu ve diğ., 1998). Hücre zarında bulunan lipidler, hidrojen atomlarının 

komşu olduğu olefinik çifte bağlar açısından zengin olup hücreyi proteolize 

karşı korumaktadır. Bu olefinik bağlar, tuz stresine bağlı olarak ortaya çıkan 

oksidatif saldırıların hedefindedir. Bunun sonucu olarak zarda lipid oksidasyonu 

meydana gelmektedir (Parida ve Das, 2005). Olefinik bağları etkilemesi dışında 

tuz stresi, hücre zarında bulunan sterollerin serbest hale geçmesine, dolayısıyla 

hücre zarının akışkanlığının azalmasına neden olur (Reddy ve Iyengar, 1999). 

Toprak çözeltisinde yüksek oranlarda bulunan tuzlar, topraktaki su 

potansiyelinin azalmasını ve buna istinaden bitkinin sudan yararlanabilirliğini 

azaltmaktadır. Su potansiyelindeki bu azalmanın devamında, turgor basıncının 

devamı için çözünen madde içeriğinin arttırılması sonucu ozmotik 

potansiyeldeki azalma ile dengelenmektedir. Tuzluluğun artışı ile birlikte, 

bitkilerin su ve ozmotik potansiyeli daha da negatifleşir (Mugdal ve diğ., 2010). 

Yüksek miktarlarda NaCl alımı hücrede, Na
+
 ve Cl

- 
iyonlarının miktarının 

artışına sebep olurken, Ca
+2

, K
+
 ve Mg

+2
 konsantrasyonlarının azalmasına sebep 

olmaktadır (Parida ve Das, 2005). 
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Hücre içine giren Na
+
 zar potansiyelini bozar ve anyon kanalları vasıtasıyla 

hücre dışındaki Cl
-
 un pasif olarak hücre içine taşınmasını kolaylaştırmaktadır 

(Niu ve diğ., 1995; Tuteja ve diğ., 2007).  Dış ortamda Na
+
 miktarının artmasına 

bağlı olarak, hücreye Na
+
’un girişi artarken, K

+
’un hücreye alınımı azalır ve 

buna bağlı olarak da Na
+
-K

+
 dengesi bozulur. Na

+
’un, K

+
’un bağlanacağı alanlar 

için K
+
 ile yarışması bu olayın gerçekleşmesinin en önemli nedenidir (Tester ve 

Davenport, 2003). Hücrede yüksek oranlarda NaCl birikiminin mikrotübüllerin 

depolimerizasyonuna neden olduğu ve hücre bölünmesinde iğ ipliklerinin 

oluşumunu engellediği düşünülmektedir (Rengel ve diğ., 1992). 

Tuz stresinin etkilediği bir diğer bölge ise hücre organelleridir. Strese bağlı 

olarak en belirgin değişimlerin meydana geldiği organel, kloroplastlardır (Koyro 

ve diğ., 2002). NaCl’ün kloroplastta tetiklediği en önemli değişim tilakoidlerin 

ve stromanın şişmesidir. NaCl’ün bulunduğu koşullarda kloroplastların ürettiği 

reaktif oksjen türleri oksidatif stres oluşumunu tetikler ve oluşan OH
-
 (hidroksil 

radikali) ile H2O2 (hidrojen peroksit), tilakoidlerin şişmesine ve dalgalı bir hal 

almasına sebep olur (Hernandez ve diğ., 1995; Miyake ve diğ., 2006). Tuz 

stresinden etkilelenen bir diğer oraganel ise mitokondridir. Mitokondride tuz 

stresine bağlı olarak parçalanma, şişme, kristalarda azalma, vakuol oluşumunda 

artış ve elektron transportunun azalması gibi etkilerle karşılaşılabilir (Koyro ve 

diğ., 2002). Kloroplast ve mitokondri dışında tuz stresi, çekirdek boyutunda 

değişimlere, degredasyonlara ve bu degredasyonları takiben yıkımlara, 

endoplazmik retikulumda kısmi şişmelere ve vakuolizasyona; tonoplastta 

vesikülasyon ve parçalanma ile golgi aparatında hipertrofiye (aşırı büyüme) 

sebep olmaktadır (Katsuhara ve  Kawasaki, 1996; Rahman ve diğ., 2000). 

Yüksek NaCl varlığına bağlı olarak ortaya çıkan tuz stresi, ortamdaki osmotik 

basıncı arttırarak kullanabilir su oranını azaltmaktadır. Kullanılabilir su 

içeriğinin azalmasına bağlı olarak bitkilerin, transpirasyon ile su kaybını 

azaltmak için verdikleri ilk tepki stomaların kapanmasıdır. Stomaların 

kapanması transpirasyonu engelleyerek stoma iletkenliğinin azalmasıyla 

sonuçlanmaktadır (Munns ve Tester, 2008). Stomaların kapanmasını 

tetiklemesinin yanı sıra, kloroplast tilakoidlerinde yer alan proteinlerin yapısını 

değiştirerek, elektron transfer sistemini de etkilemektedir (Ferroni ve diğ., 2007). 
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Stoma iletkenliğinin azalması ile kloroplastlara giren CO2 miktarı 

sınırlandırılmış olur (Degl’Innocenti ve diğ., 2009).  

1.1.2. Bitkilerdeki kuraklık stresi 

Dünya üzerindeki kullanılabilir alanlar stres faktörlerine göre sınırlandığında, 

%26’lık payıyla en büyük payı kuraklık stresi içermektedir (Blum ve diğ., 1986).  

Genel anlamda kuraklık, toprağın su içeriği ile bitki gelişiminde gözle görülür 

azalmaya neden olacak kadar uzun süren yağışsız dönemdir. Yağışsız dönemin 

kuraklık oluşturması; toprağın su tutma kapasitesi ve bitkiler tarafından 

gerçekleştirilen evapo-transpirasyon hızına bağlı olarak gerçekleşmektedir 

(Jones, 1992; Kozkowsk ve diğ., 1997). 

Bitki hücrelerinde, belirgin oranda su kaybı gerçekleştiği zaman turgor kaybıyla 

kendini gösteren primer stres kuraklıktır (Levitt, 1980). Hücreden su kaybıyla 

beraber, membran yapısı değişikliğe uğramaktadır; fosfolipidlerin hidrofilik baş 

kısımları birbirine yaklaşır ve membranlar kompakt bir görünüm alır. Su kaybına 

bağlı olarak hücrede hacim de azalır ve plazma membranı, hücre duvarından 

ayrılarak yalnız plazmodezmler aracılığıyla ilişkisini sürdürür (plazmoliz). 

Gerilim altındaki plazma membranı, yırtılmalara yol açabilir ve bu durum, zarlar 

üzerinde yerleşmiş olan hidrolitik enzimlerin serbest kalması ve dolayısıyla 

sitoplazmanın otoliziyle sonuçlanabilir. Bu etki, normal hücresel metabolizmayı 

kalıcı olarak bozmaktadır (McKersie ve diğ., 1994; Salisbury ve diğ., 1992). 

Hücre içeriğinin büyük bir kısmını oluşturan suyun azalması sonucu, normal 

regülasyon devam edemez ve metabolizma bozulur. Hücresel reaksiyonlar ve 

işlevler için çok büyük role sahip olan suyun yokluğuna bağlı olarak geçekleşen 

iyon birikimi, membran bütünlüğünün ve proteinlerin yapısının bozulmasına yol 

açarak hücreye zarar verebilir. Hücredeki makromoleküller üzerinde de 

kuraklığın olumsuz etkileri bulunmaktadır. Örneğin, proteinlerin yapısında 

bulunan hidrofobik ve hidrofilik aminoasitlerin su ile etkileşimi bozularak 

proteinin yapısının bozulmasına ve enzim inhibisyonuna neden olmaktadır (Bray 

ve diğ., 1997). Ayrıca kuraklık, DNA ve RNA’da parçalanmalara sebep olabilir 

(Kessler ve diğ., 1961). 
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Kuraklık stresinin etkilediği bir diğer mekanizma ise fotosentezdir. Kuraklığa 

maruz kalan bitkilerde fotosentezin gerilemesi büyük ölçüde stomaların 

kapanmasına bağlı olarak gerçekleşen stomatal sınırlamalardır. Bu durum, 

kloroplastlarda CO2 difüzyonunu kısıtlamaktadır (Lima ve diğ., 2002; Muller ve 

diğ., 1996). Köklerde sentezlenen ve transpirasyon akıntısıyla bekçi hücrelerine 

taşınan absisik asidin (ABA), bekçi hücrelerindeki hipotetik ABA reseptörüne 

bağlanarak, kuraklık stresi koşulları altında stomaların kapanmasını 

sağlamaktadır. Stoma kapanmasının yapraktaki su potansiyelinden çok, toprağın 

su potansiyeline bağlı olduğu görülmüştür. Şiddetli su eksikliğine maruz 

bırakılan bitkilerden izole edilen kloroplastlarda fotosentetik elektron transportu 

ve fotofosforilasyon kapasitelerinin azaldığı gösterilmiştir (Teiz ve diğ., 1998). 

Fotosentetik elektron zincir reaksiyonlarının inhibisyonu, fotoindirgeyici ya da 

fotooksidatif hasara neden olabilen aktif oksijen türlerinin oluşumuna neden 

olabilir. Suya erişimin kısıtlı olduğu dönemlerde bitkilerin vejetatif dokularında 

oksidatif stres meydana gelmektedir. Bu stresin kaynağı olarak, kloroplastlarda 

meydana gelen ışık-klorofil etkileşimleri düşünülmektedir (Farrant ve diğ., 

2000). Kurak dönemlerde daha fazla su kaybetmemek için stomalarını kapayarak 

fotosentezde fiksasyon için gerekli CO2’nin alınımının kısıtlanmasıyla birlikte 

bitkilerde, kuantum verimi azalır ve fotosentetik aparatın uyarma enerjisi 

yükselir (Stuhlfauth ve diğ., 1990). Bu durumda; NADP
+
 (fotosentezdeki 

elektron akseptörü) kısıtlı hale gelir ve ferrodoksin NADP
+
 yerine oksijeni 

indirger; böylece, fotosistem I (PSI)’in elektronları O2’ye transferi sonucunda 

reaktif O2
- 

radikali üretilir (Mehler reaksiyonu) (Tambussi ve diğ., 2000). 

Kuraklık stresiyle artan O2
-
 oluşumu membranların bütünüyle zarar görmesine 

neden olur. Süperoksitin kendisi fazla reaktif değildir ve daha çok OH
-
 ve H2O2 

oluşturmak suretiyle etkili olur. H2O2, fotosentezin Calvin döngüsündeki birçok 

enzimin inaktivasyonuna yol açmaktadır (Halliwell ve diğ., 1989; Sgherry ve 

diğ., 1996). 
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1.1.3. Bitkilerde ultraviyole stresi 

Çoğunlukla antropojenik etkiler sonucu ozon tabakasında meydana gelen 

incelmeler, yeryüzüne düşen UV miktarında artışlar meydana getirir. Büyüme ve 

gelişme üzerinde olumsuz etkilere sahip olan UV-B ışınları, ozon tabakası 

tarafından tutulmaktadır. Fakat son yıllarda kloroflorokarbon (CFC) gazları gibi 

bazı hava kirleticileri nedeniyle ozon tabakasında incelmeler meydana gelmiştir. 

Bu incelmenin önümüzdeki 50 yıl içinde her yıl yaklaşık %0,3-1 oranında 

artmaya devam edeceği ileri sürülmektedir. Bu nedenle, her geçen yıl yeryüzüne 

ulaşan UV-B ışınlarının miktarının ve buna paralel olarak küresel ısınma 

oranının da artacağı düşünülmektedir (Chameides ve diğ., 1994). Işık 

spektrumunun küçük bir alanını kaplamasına rağmen, taşıdığı enerjinin yüksek 

olması nedeniyle UV’nin biyolojik süreçler üzerindeki etkisi azımsanmayacak 

kadar çoktur. UV, dalga boylarına göre 3 gruba ayrılır.  

Bunlardan, canlılar için en zararlısı, 200-280 nm dalga boyuna sahip olan UV-C, 

normal koşullarda yeryüzüne ulaşmaz. UV-B ise 280-315 nm dalga boyuna 

sahiptir ve bitki gelişim süreçlerinde değişiklikler meydana getirmektedir. Son 

olarak ise, canlılar için daha az zararlı olarak bilinen ve 315-400 nm dalga 

boyları arasındaki UV-A’dır (Tevini ve diğ., 2004). 

Moleküler düzeyde UV radyasyonuna maruz kalmak organizmalar için ölümcül 

sonuçlar doğurabilir. Bir fotonun bir moleküle çarpması, organizmada çeşitli 

hasarlara yol açabilmektedir. UV-B, özellikle DNA molekülünü hedef alması 

sonucu nükleik asitlerin yapısını bozar (Bieza ve Lois 2001). UV radyasyonunun 

bilinen en yaygın DNA hasarı “siklobütan primidin dimeri” ve “(6-4) foto-ürün” 

olan primidin adüksiyonlarıdır. Bu hasar sonucu, aynı zincirde bulunan 

pirimidinler birleşerek DNA’nın heliks yapısını bozmaktadır. Organizmada 

bulunan “fotoliyaz” enzimi sayesinde uygun sıcaklıklarda hasarı etkin bir 

biçimde onarabilmektedir (Caldvell ve diğ., 1998). Bitkilerin UV’ye karşı 

verdikleri tepkiler, sıcaklık, besin ve su gibi faktörlerin etkisine bağlı olarak 

değişmektedir.  

Nükleik asitler, protein, lipid ve bitki hormonları gibi UV absorblayan biyolojik 

moleküllerle etkileşimleri nedeniyle UV-B, önemli çevresel stres faktörüdür 
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(Tevini ve diğ., 2004). UV-B, aminoasitleri de hedef alarak protein ve 

enzimlerin yapılarını ve lipid peroksidasyonu ile membran yapısını bozmaktadır 

(Hightower ve diğ., 1994). Bu nedenle, memranlardaki taşınım 

engellenmektedir. Engellenen membran taransportu da fotosentetik aktiviteyi 

olumsuz yönde etkilemektedir (Allen ve diğ., 1998).  

Artan UV-B radyasyonuyla, bitkilerin epidermal hücrelerinde, palizat 

parankimasında ve bekçi hücrelerinde morfolojik ve anatomik değişimler 

meydana gelmektedir (Zu ve diğ., 2010). UV-B radyasyonu çiçeklenme 

zamanının yanı sıra, belli türlerdeki çiçeklerin sayısını da değiştirebilmektedir. 

Bunun yanında bitkilerin üreme organları, UV-B radyasyonunun zararlı 

etkilerine duyarlı olabilmektedirler. Ancak, polen ve ovül, sepal, petal ve 

ovaryum gibi bitkilerin üreme kısımlarının çoğu güneş kaynaklı UV-B 

radyasyonuna karşı korunmuş durumdadır (Caldvell ve diğ., 1998). 

UV-B radyasyonunun asıl hedefi biyomembranlardır. UV-B radyasyonunun 

artmasıyla birlikte, plazma membranlarında ATPaz miktarında azalmaların 

meydana geldiği, membran geçirgenliğinin arttığı ve doymamış yağ asitlerin 

etkilendiği bilinmektedir (An ve diğ., 2000). Bitkilerde stres belirtisi olan ve 

lipid peroksidasyonunun son ürünlerinden biri olarak gösterilen malondialdehit 

(MDA) analizleriyle membranlardaki etkileri yansıtılmaktadır (Büyük ve diğ., 

2012). 

Bitkilerin UV-B radyasyonuna maruz kalması, fotosentetik pigmentlerin 

miktarında düşüş, membran hasarıyla bağlantılı olarak tilakoid bütünlüğünde 

kayıp, stomatal iletkenlikte artma ve Rubisco aktivitesinde azalma ile 

sonuçlanmaktadır (Jansen ve diğ., 1998). Fotosentez gibi önemli bir olayın 

gerçekleştiği kloroplast, çevresel stres faktörlerine maruz kalmasına rağmen 

yapısal bütünlüğünün korunması çok önemlidir. Çevresel değişimlerden ilk 

etkilenen organellerden biri olan kloroplast, oksijen radikallerine en çok maruz 

kalan yapıdır.  Stres koşulu altında, yaprak canlılığının yitirilmesi sırasında en 

önemli olay membran lipidlerinin parçalanmasıyla kloroplastların bütünlüğünün 

bozulmasıdır (Zang ve diğ., 2010).  
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Stres koşulları durumunda, tilakoid membranın hasar görmesi mutlaka 

fotosentezde önemli bir düşüşe ve özellikle tarım bitkilerinde ürün veriminde 

azalmaya sebep olur (Büyük ve diğ., 2012). Klorofil a/b oranındaki artış, UV-B 

radyasyonunun sebep olduğu pigment miktarlarındaki değişimi ve tilakoid 

membranlardaki bozulmayı göstermektedir (Zu ve diğ., 2010).  

Yüksek UV-B radyasyonunun ışık reaksiyonlarını etkilemesinin yanı sıra, 

Calvin döngüsündeki enzimlerin kaybına ve stomanın kapanmasına neden 

olduğu düşünülmektedir (Keiller ve diğ., 2003). Calvin döngüsü ile PSI ve 

PSII’nin görev aldığı ışık reaksiyonlarının, değişen çevresel koşullarda dengeli 

olması önemlidir (Ensminger ve diğ., 2006; Jansen ve diğ., 1998; Laposi ve diğ., 

2009). Stres koşulları ile bu denge bozulduğunda, CO2 fiksasyonunda görev alan 

enzimlerin aktivitesinin değişikliğe uğradığı ve sakkaroz sentezinin inhibe 

olduğu ileri sürülmektedir. Bu nedenle, kloroplast ile sitozol arasında madde 

alışverişi olmadığından ATP sentezinin engellendiği ve kloroplastlarda 

fosforlanmış ara ürünlerin biriktiği saptanmıştır (Verinieri ve diğ., 2001). 

1.1.4. Bitkilerde ağır metal stresi 

Günümüzde, özellikle antropojenik etkiler sonucu ekosistemlerin toprak, su ve 

hava gibi ortamlarında yaygın bir şekilde birikmeye başlayan ağır metaller, 

dünya yüzeyindeki tüm canlıları etkileyen bir faktör haline gelmektedirler. 

Endüstriyel faaliyetler, motorlu taşıtların egzozlarından çıkan zehirli gazlar, 

maden yatakları ve işletmeleri, tarımda kullanılan gübre ve ilaçlar gibi insan 

etkileri sonucunda doğada birikebildikleri gibi, volkanik faaliyetler sonucu doğal 

olarakta çevreye yayılabilirler (Stresty ve Madhava Rao, 1999). Spesifik 

ağırlıkları 5 g/cm
3
’ten daha büyük olan elementler ağır metal olarak 

isimlendirilmektedir. Demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), nikel (Ni), 

çinko (Zn), bakır (Cu) gibi elementler, bitkilerde normal büyüme ve metabolik 

faaliyetlerini yerine getirebilmeleri için gerekli olan önemli mikrobesin 

elementleridir (Vangronsveld ve Clijters, 1994). Diğer yandan kadmiyum (Cd), 

kurşun (Pb), krom (Cr) ve civa (Hg) ise önemli olmayan ve canlılar için son 

derece toksik olan elementlerdir (Devi ve Prasad 1998; Rai ve diğ., 2004; 

Sebastiani ve diğ., 2004).  
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Ağır metaller, bitkilerde solunum, fotosentez, transpirasyon, enzim aktivitesi, 

protein sentezi, membran stabilitesi, hormonal denge, hücre büyümesi ve bitki-

su ilişkisi gibi fizyolojik süreçleri inhibe eder (Vangronsveld ve Clijsters, 1994, 

Zornoza ve diğ., 2002). Bitkinin gelişimi için mutlak olsun ya da olmasın ağır 

metallerin doku ve organlarında aşırı birikimi bitkilerin vejetatif ve generatif 

organlarının gelişimini olumsuz yönde etkilemektedir (Gür ve diğ., 2004). Hücre 

membranlarındaki hasar, bitkilerde ağır metal toksik etkisinin ilk etkilendiği 

yerdir. Ağır metallerin bitkilerdeki toksisitesi, metalden metale, strese maruz 

kalma süresine ve türden türe değişebilmektedir.  

Ağır metallerden biri olan çinko (Zn
+2

), insan ve hayvanlarda olduğu gibi 

bitkilerde de çok çeşitli ve önemli metabolik işlevlere sahiptir. Enzim 

aktivasyonu, solunum ve biyolojik membran stabilitesinin yanı sıra, protein ve 

karbonhidrat sentezi gibi çok önemli metabolik süreçlerindeki rolü nedeniyle 

ürün miktarı ve kalitesini direkt olarak etkilemektedir (Rout ve Das, 2003).  

Endüstride metal kaplama ve alaşımlarda, mürekkep, kopya kağıtları, kozmetik 

sektöründe kullanılan çinko, sanayileşmenin yoğun olduğu alanlardaki atık 

sularıyla, kanalizasyon sularıyla ve asit yağmurları aracılığı ile toprağa 

ulaşmaktadır (Vaillant ve diğ., 2005). Topraklardaki toplam Zn
+2

 

konsantrasyonu 10-300 ppm arasında değişebilmektedir. Bitkiler tarafından 

kullanılan Zn
+2

 oranı ise 3.6-5.5 ppm arasındadır. Bitkilerde görülen toksik 

etkiler ise 400 ppm’den sonra başlamaktadır (Özbek ve diğ., 1995). Çinko 

toksisitesine maruz kalmış bitkilerde, kök ve sürgün büyümesi azalır, kökler 

incelir, genç yapraklar kıvrılır ve kloroz (sararma) görülür, hücre büyümesi ve 

uzaması engellenir, hücre organelleri parçalanır ve klorofil sentezi azalır ve 

engellenir (Rout ve Das, 2003). Yüksek oranda çinkonun klorofil sentezini 

engellemesinin nedeni ise, ortamda yeterli miktarda demir bulunması halinde 

bile bitkinin bundan yararlanmasını engellemesi ve klorofilin merkezinde 

bulunan magnezyumun yerine geçmesi olarak gösterilmektedir (Van Assche ve 

Clijters, 1990). Çinko, kök meristem hücrelerinde bölünecek olan hücrelerde 

birikerek profazın sonundaki olayları dolayısıyla da mitoz bölünmeyi 

engellemektedir. Ayrıca hücrelerin ligninleşmesini sağlayarak hem kök hem 

gövde büyümesini engellediği görülmüştür (El-Ghamery ve diğ., 2003).  
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Bitkiler için gerekli besin elementlerinden biri olan ve toprakta en düşük 

miktarda bulunan bir diğer element ise molibdendir (Mo
+6

). Boya endüstrisinde, 

nükleer enerji uygulamarında, çelik sanayinde kullanılan molibden, sodyum 

molibdat (Na2MoO4) şeklinde bitkiler tarafından eser miktarlarda kullanılır. 

Normal bir tarım toprağında, alınabilir molibden miktarı 0,2 ppm kadardır. 

Bitkilerin molibden ihtiyacı çok düşük miktarda olduğu için, bu elementin 

eksikliği çok sık rastlanan bir durum değildir. Molibdenin biyolojik 

fonksiyonları genelde bakır metabolizması ile ilişkilidir. Bakır ile ilişkili 

olmayan fonkiyonlardan en önemlileri; ksantin oksidaz, aldehid oksidaz ve 

sülfid oksidaz enzimlerinin yapısına ayrıca sitokrom C ile ksantin oksidaz 

reaksiyonuna ve aldehid oksidaz ile sitokrom C'nin indirgenme reaksiyonuna 

katılmasıdır. Bitkilerdeki noksanlığında şiddetli sararmalar ve cüceleşmeler 

görülebilmektedir. Yapraklarda kıvrılmalar ve sonunda kurumalar meydana 

gelebilmektedir.  

1.2. Reaktif Oksijen Türleri ve Antioksidan Enzimler 

Çevre ile sürekli etkileşim içinde olan bitkiler, içinde bulundukları çevrede 

uygun olmayan durum ile karşılaştıklarında, adaptasyon eksikliğine bağlı olarak 

stres koşullarına maruz kalabilirler. Bitkiler, hayvanlar gibi herhangi bir strese 

maruz kaldıklarında ortamdan kaçınma gibi bir seçeneğe sahip olmadıkları için 

strese direkt olarak maruz kalmaktadırlar. Bitkilerde stres koşullarına karşı 

oluşan cevap mekanizmalarından bir tanesi reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

oluşumu ve detoksifikasyonudur.  

ROS, bitkilerde endojen olarak kloroplasttaki fotosentez reaksiyonları sonucu, 

plastit ve peroksizomlarda, NADPH oksidaz, hücre duvarı peroksidazları ve 

amino oksidaz gibi enzimlerin etkisiyle oluşan serbest radikallerdir (Van 

Breusegem ve diğ., 2006; Van Camp ve diğ., 1998). Radikal olmayan bir atom 

veya molekülden bir elektron çıkmasıyla ya da atom ve moleküle bir elektron 

ilavesiyle oluşmaktadırlar. Diğer moleküllere elektron verebildiklerinden veya 

onlardan elektron alabildiklerinden dolayı organizmada indirgeyici veya 

yükseltgeyici olarak davranmaktadırlar (Flora ve diğ., 2007; Halliwell ve diğ., 

1998). Hücrede başlıca bilinen ROS’lar, singlet oksijen (
1
O2), süperoksit anyonu 
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(O2
-
), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH

-
) olup normal 

koşullarda hücredeki seviyeleri sürekli denge halindedir (Halliwell ve diğ., 

1998). 

Singlet oksijen (
1
O2), normal oksijenin yüksek enerjili formudur. 

1
O2, elektron 

taşıma sisteminde görevli olan O2 molekülünün fazladan enerji almasıyla kendi 

dönüş yönünden tersi yönde olan farklı bir yörüngeye yer değiştirmesi sonucu 

oluşabildiği gibi; O2
- 

radikalinin nitrik asit (NO) ile reaksiyonu ve H2O2’nin 

hipokilorit (ClO
-
) ile reaksiyonu sonucuda oluşabilmektedir. Birçok biyolojik 

moleküle benzeyen kuantum durumuna sahip oldukları için kolaylıkla onlarla 

reaksiyona girebilir. OH
-
 radikali gibi lipoksijenaz özelliği göstermektedir. 

Özellikle karbon-karbon çift bağları singlet oksijenin tepkimeye girebildiği 

bağlardır.  Sistein, metionin, tiriptofan, tirozin ve hisitidin gibi aminoasitlerin 

yapısında bulunan çift bağlardan kaynaklanan yüksek elektron yoğunluğundan 

veya kükürt kısımlarından dolayı singlet oksijen ile  oksidasyona uğramaları 

muhtemeldir (Halliwell ve diğ., 1998; Stadtman ve diğ., 1997).  

Süperoksit anyonu (O2ˉ), kloroplastta, fotosistem I ve II’de elektron taşıma 

sisteminde görev alan moleküler oksijenin (O2) bir elektron transferi sonucu 

indirgenmesi ile oluşmaktadır. Moleküler oksijenin ferrodoksin (Fdred) aracılığı 

ile indirgenmesiyle oluşur. Hücresel koşullarda üretilen süperoksit, oksitleyici 

veya indirgeyici ajan olarak davranabilmektedir. Aldığı elektronu metal iyonuna, 

sitokrom-c’ye veya bir radikale vererek tekrar oksijene oksitlenebilir. 

Oksijenden daha oksitleyici özelliği olan süperoksit bir elektron daha alarak 

peroksit anyonuna indirgenir (Mehlar, 1951; Harbinson, 1993). Süperoksit, 

metal iyonlarını indirgeyerek bağlı olduğu proteinlerden salınımına neden 

olabilir. Ayrıca kofaktörlerin oksidasyon düzeylerini bozar ve metal iyonlarının 

katıldığı hidroksil radikali yapım tepkimelerini hızlandırır (Harbinson ve diğ., 

1993; Mehlar ve diğ., 1951). 

Hidrojen peroksit (H2O2), aerobik canlılarda süperoksitlerin katalitik aktivitesi 

çok yüksek bir enzim olan süperoksit dismutaz (SOD) tarafından katalizlenmesi 

ile oluşmaktadır. Ayrıca suyun yüksek enerjili iyonlaştırıcı radyasyona maruz 

kalması sonucuda oluşabilmektedir. Biyolojik sistemlerdeki en hasar verici 
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radikaldir. Hidrojen peroksit oksitleyici bir tür olarak bilinir; bunun en önemli 

nedeni, demir ve bakır gibi metal iyonlarının varlığında OH
-
 radikalinin öncülü 

olarak davranmasıdır. H2O2 özellikle proteinlerdeki “hem” grubunda bulunan 

demir ile tepkimeye girer ve yüksek oksidasyon düzeyindeki reaktif demir 

formlarını oluşturur. Bu formdaki demir çok güçlü oksitleyici özelliklere sahip 

olmakla birlikte, hücre zarlarında lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri 

başlatabilmektedir. Oksitleyici özelliği nedeniyle biyolojik sistemlerde oluşan 

H2O2’nin derhal ortamdan uzaklaştırılmaları gerekir (Asada ve diğ., 1974). 

Hidroksil radikali (OH
-
), hücredeki en reaktif oksidantlardan bir tanesidir. 

Hücrelerin OH
-
‘yi elimine edebilecek bir enzim sistemi olmadığından kolayca 

tüm biyolojik moleküller ile bu radikaller reaksiyona girebilir ve fazla miktarda 

üretildiklerinde hücrelerin ölümüne sebep olabilirler. OH
-
 radikali, nispeten daha 

az zararlı olan hidrojen peroksit (H2O2) ve O2ˉ anyonunun metal iyonları 

varlığında Haber–Weiss (Cu
+
, Cu

+2
, Fe

+2
, Fe

+3
) veya fenton (Fe

+2
 ve diğer geçiş 

metalleri; Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) reaksiyonu ile oluşabilir (Smirnoff ve 

diğ., 1993). 

Bitkiler oksidatif stres altında yaşamlarına devam edebilmek ve stres ile baş 

edebilmek için reaktif oksijen türlerinin kontrolünü ve detoksifikasyonunu 

sağlayan bir takım antioksidanlara sahiptirler. Antioksidanlar düşük 

konsantrasyonlarda oksidasyon yapabilme yeteneğine sahip bir substratın 

oksidasyonunu azaltan (elektron aktarımıyla) veya engelleyen yani oksidasyona 

karşı mücadele eden maddelerdir. Antioksidanlar, serbest radikallere karşı 

korunmada ve canlılarda pek çok hastalığın önlenmesinde önemli görev 

üstlenmişlerdir. Oksidatif strese karşı bu etkilerini zincirleme şekilde ilerleyen 

lipid peroksidasyonu gibi serbest radikal üreten basamaklara etki ederek, direkt 

olarak ROS konsantrasyonunu azaltarak, serbest radikal üretimini başlatan ilk 

radikali etkisiz hale getirerek ya da geçiş metalleri ile şelat oluşturarak 

göstermektedirler (Çaylak, 2011). 

Antioksidanlar bitkilerin savunma mekanizmasında önemli role sahiptirler. 

Temel işlevleri, metabolik olaylar sonucu meydana gelen reaktif oksijen 

bileşiklerini (ROS, reactive oxygen species) ortamdan uzaklaştırarak bitkiyi bu 
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radikallerin zararlı etkisinden korumaktır (Scandalios ve diğ., 2005). Bunlar 

arasında en önemli olan antioksidanlar, katalaz (CAT), süperoksit dismutaz 

(SOD) ve peroksidazdır (POD).  

Katalazlar (E.C.1.11.1.6), H2O2’in su ve moleküler oksijene parçalanmasını 

katalizleyen enzimlerdir ve doğada yaygın olarak bulunmaktadırlar (Kurakov ve 

diğ., 2001). Katalazlar, genellikle peroksizom olarak adlandırılan hücre 

organellerinde bulunmakta ve metalloenzimler grubuna dahil olup çoğunlukla 

tetramer halindedirler. Monomerleri birbirine benzemekle birlikte 60-90 kDa 

arasında değişen molekül ağırlığına sahiptirler. Her bir monomer ayrıca 

yapısında ferriprotoporfirin içermektedir. Katalazları genel olarak üç gruba 

ayırabiliriz: monofonksiyonel hem (heme, haem) grubu içeren katalazlar, katalaz 

peroksidazlar, demir/hem içermeyip Mn içeren katalazlar (Loewen ve diğ., 

2015). Katalazların katalizlediği reaksiyon genel olarak H2O2’in su ve moleküler 

oksijene parçalanması şeklindedir. Reaksiyon (1.1)’deki gibi; 

2H2O2 → 2H2O + O2                                                                                                                                    (1.1) 

Katalaz peroksidazlar hem içeren ve monofonksiyonel katalazlara benzeyen 

enzimlerdir. Uygun organik elektron vericinin ortamda bulunmasıyla ve hidrojen 

peroksit seviyesinin düşük olduğu durumda peroksidaz aktivitesi de 

gösterebilmektedirler. Mn içeren enzimler ise aynı zamanda yalancı katalazlar 

olarak da tanımlanabilir. Bu tip katalazlar hem içeren katalazlara göre daha az 

yaygındırlar. Bitkilerde katalazların çoklu izozim formları bulunmaktadır. Mısır 

bitkisinde CAT1, CAT2 ve CAT3 olmak üzere 3 farklı izoform bulunmaktadır. 

Bu izoformlar ayrı kromozomlar üzerinde yer alan genler tarafından birbirinden 

farklı olarak ifade olmakta ve birbirinden bağımsız bir şekilde 

düzenlenmektedir. Peroksizomlar ve sitoplazmada CAT1 ve CAT2, 

mitokondride ise CAT3 lokalize olmaktadır. Artan katalaz aktiviteleri, bitkilerin 

zor şartlara adapte olmalarına ve metabolik aktivitelerini sürdürmelerine, toksik 

düzeydeki H2O2’i minimize ederek yardımcı olmaktadırlar (Scandalios, 1990). 

Süperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1) (SOD) ise molekül ağırlığı 32,5  KDa olan 

bir proteindir. Aerobik olan tüm organizmalarda bulunmaktadır. Bitkilerde de 

yaygın olarak bulunmakla birlikte olağanüstü katalitik etkinlikte çalışan 
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metallaproteinlerdir. Esas fonksiyonu süperoksit radikalini (O2
-
) hidrojen 

peroksite (H2O2) dönüştürmektir; reaksiyon ürünü olan H2O2 ise yukarıda 

belirtildiği gibi katalaz enzimi ile ortamdan uzaklaştırılır. SOD’ların aktif 

merkezlerinde yer alan metal iyonlarına göre üç izoenzimi vardır. Bunlar bakır 

ve çinko içeren Cu/ Zn SOD, mangan içeren Mn-SOD ve demir içeren Fe 

SOD’lardır (Scandalios, 1993; 2005). Bunlardan Fe-SOD (prokaryotik 

organizmalarda, kloroplast stromasında) ve Mn-SOD (prokaryotik 

organizmalarda ve okaryotların mitokondrisinde) yapısal olarak benzerlik 

göstermesine karşın Cu/Zn-SOD (sitozolde ve kloroplastlarda) diğer ikisinden 

farklı bir yapıya sahiptir. Fe-SOD bitkilerde en fazla rastlanan izozim 

olmamakla birlikte, bulunduğunda kloroplast ile bağlantılı olduğu görülmüştür 

(Ferreira ve diğ., 2002). Bu enzimler H2O2’e olan farklı duyarlılıklarına göre 

lokalize olmaktadırlar. SOD’un aşırı ifade olması, oksidatif stresin negatif 

etkileriyle mücadele etmede ve bitkilerin yaşamlarının devamında önemlidir 

(Bannister ve diğ., 1987). 

Peroksidazlar (E.C.1.11.1.7) (POD), elverişsiz dış faktörler altında üretilen 

zararlı oksijen radikallerinin seviyesini düzenler ve süperoksit dismutaz ve 

CAT’ı da içeren bitki hücresinin koruyucu enzim kompleksinin parçasıdır. 

Molekül ağırlıkları 35-100 kDa arasında degişmektedir. Peroksidazlar Hem’i 

çevreleyen iki farklı kısma bölünmüş ve birbirine sarılıp dönen 10-11 heliksten 

oluşmuştur. Ligninleşme, hücre duvarındaki polisakkaritlerin çapraz bağlanması 

ve proteinlerin toplanması gibi pek çok önemli fizyolojik olaylarda görev 

almaktadır. Bunun yanı sıra düşük sıcaklık, tuzluluk, kuraklık, parazit 

enfeksiyonu, patojenler, sıcaklık stresi, UV ışık tesirleri gibi çeşitli stres 

faktörlerinin varlığında artan peroksidaz aktivitesi, bu enzimin stres enzimi 

olarak anılmasına sebep olmaktadır. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik stresin 

değişikliğine tepki olarak bitkilerde POD aktivitesi artmaktadır (Kim ve diğ., 

2000). Bitkisel peroksidaz yapraklarda, yaralanan gövdelerde, kotiledon 

yapraklarda, çiçek saplarında bulunmuş ve bu doku hücrelerinde nükleus, 

mitokondri, ribozom, hücre duvarı ve hücre membanlarında, ayrıca ekstraselülar 

bölgelerde de lokalize olmuştur. Peroksidaz enziminin çok sayıda fizyolojik 
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olayda rol oynadığı ve bir çok metabolik olayın gerçekleşmesine yardımcı 

olduğu bilinmektedir (Tasgın ve diğ., 2006). 

1.3. Çalışmada Kullanılan Bitki Hakkında Genel Bilgiler 

Amsonia orientalis Decne. (Apocynaceae), dünyada sadece Türkiye’nin 

kuzeybatısı ve Yunanistan’ın kuzeydoğusu olmak üzere son derece dar bir 

alanda yayılış gösteren, nadir ve tükenme tehdidi altında olan bir bitki türüdür. 

Ülkemizde Balıkesir, Bursa ve İstanbul olmak üzere 3 yerde rapor edilmiştir. 

Özen (2006) bu bitki ile ilgili yaptığı arazi çalışmalarında, bitkinin Türkiye 

populasyonunun giderek azaldığını ve hatta bazı yerlerde tamamen ortadan 

kalktığını tespit etmiştir. Sonradan da Türkiye Bitkileri Kırmızı Kitabında “çok 

tehlikede” (CR; critically endangered) olarak tanımlanan tehlike kategorisinde 

gösterilip Bern Sözleşmesi gereği Avrupa Konseyi tarafından Avrupa ölçeğinde 

mutlak korunması gereken bitki türleri listesinde yer almıştır. Nesli tükenmekte 

olan bu bitkinin bünyesinde, Apocynaceae familyasının diğer birçok üyesi gibi 

tıbbi ve ekonomik öneme sahip çok sayıda glikozitler ve glikoalkaloitler 

bulundurduğu bilinmektedir. Kimyasal yapıları tanımlanmış olan bu maddelerin 

özellikle kalp ve kanser hastalıkları olmak üzere çeşitli hastalıkların tedavisinde 

kullanılabileceği belirtilmiştir. Bitki aynı zamanda antimikrobiyal aktiviteye de 

sahiptir. Farmakolojik öneminin yanında, “Mavi yıldız” veya “Doğu razyası” 

gibi yaygın isimlerle anılan A. orientalis, yıldız şeklinde gösterişli mavi-mor 

çiçeklere sahip olması nedeniyle Avrupa’daki bazı bahçelerde süs bitkisi olarak 

da yetiştirilmektedir. 

A. orientalis (Mavi Yıldız) (Şekil 1.1), 30-60 cm uzunluğa, dallanmış latekse 

sahip, çok yıllık bir bitkidir. Mayıs-Haziran ayında çimlenmeye başlayan 

bitkinin, Temmuz ayının ortalarına kadar çiçeklenme evresi devam etmektedir. 

Meyvesi Temmuz ayının sonlarına doğru olgunlaşmaya başlar. Yazın diğer 

aylarında ve sonbahar aylarını vejetatif dönemde geçiren bitki, kış aylarında 

toprakaltı kısımları (rizomları) hariç toprak üstünde kalan kısımları 

kaybolmaktadır. Balıkesir çevresinde yüksekliği 119-261 metreyi bulan, kışın 

akan ve yazın tamamen kuruyan dere kenarlarında ya da dere içindeki suyun 

kuruduğu bölgelerde yayılış göstermektedir. Kum ve silt oranı yüksek yerlerde 
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yetişmektedir. Bitki tam güneşli ya da kısmen gölgeli yerlerde iyi gelişme 

göstermektedir (Özen, 2002; 2006). 

 

Şekil 1.1. A. orientalis (Özen, 2002) 

A. orientalis bünyesindeki fenolik maddelerin tanımlanması ve bu bileşiklerin 

biyolojik rolleri hakkında az sayıda çalışma mevcuttur. Bunlardan A. orientalis 

kökleri üzerine yapılan bir çalışmada sekologanin denilen bir bileşiğe 

rastlanmıştır. Sekologanin, isopirenoid glikozit olan bir biyoanahtardır. Çeşitli 

biyosentez yolaklarının merkez pozisyonunda bulunur ve diğer birçok doğal 

ürünün başlangıç bileşiğidir. Köklerdeki sekologanin içeriğinin ortalama değeri 

%3.27 (w/w) olarak bulunmuş ve bu nedenle A. orientalis’in farmasotik 

(eczacılık) endüstri için uygun bir hammadde kaynağı olabileceğine işaret 

edilmiştir. Özellikle, A. orientalis üzerinde alkaloit içeriği yönünden önemli 

çalışmalarda bu taksonun 12 çeşit alkaloit bulundurduğu rapor edilmiştir 

(Dabiné Lengyel ve diğ., 1986). Bu alkaloitlerin bir kısmı anti kanser 

özellikleriyle tıbbi öneme sahiptirler (Özen ve diğ., 2006). A. orientalis genetik 

çeşitliliğini ilişkin yapılan çalışmalar da bulunmaktadır (Gürkanlı ve diğ., 2014). 

Aynı bitki ile yapılan başka bir çalışmada ise bitki bünyesindeki çeşitli 

kardiyoaktif glikozitler, glikoalkaloitler ve yeni glikozitler izole edilerek bu 

bileşiklerden ikisinin glikozit, birinin aglikon ve bir tanesinin de glikoalkaloit 

olduğu, bu glikoalkaloitin daha önce literatürde Rhazya (syn. Amsonia) 

stricta’dan tanımlanan scrictosamide olduğu belirtilmiştir (Akın ve diğ., 2001). 

A. orientalis ile yapılan bir diğer çalışma ise bitkinin kuru toprak üstü 
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kısımlarından izole edilen altı yeni flavonoid glikozit ile ilgilidir (Itoh ve diğ., 

2002).  

Amsonia (syn. Rhazya) genusunun A. orientalis dışındaki diğer türleri üzerinde 

yapılan bazı araştırmalara da literatürde rastlamak mümkündür. Bunlardan biri; 

A. tabernaemontana’da büyüme düzenleyicilerinin bulunduğu sıvı besiyerinde 

bitki üretiminin araştırılması üzerine olup sonuç olarak gövde eksplantından bir 

hafta içinde yeni tomurcuklar, iki hafta içinde ise kök oluşumu gözlenmiştir 

(Molnar ve diğ., 1986). Başka bir araştırmada Arizona’da yayılış gösteren A. 

grandiflora’nın triterpenoitleri çalışılmış, bu türün koruma altına alınması 

gerekliliği vurgulanmıştır (Wahyuono ve diğ., 1987). A. elliptica’nın kökü 

kullanılarak yapılan doku kültürü çalışmalarında ise besiyeri olarak B5 

(Gamborg ve diğ., 1968) ve büyüme düzenleyicisi olarak naftalen asetik asit 

kullanıldığında, bitki rejenerasyonu ve alkaloit üretiminde artış olduğunu rapor 

edilmiştir (Sauerwein ve diğ., 1991). Yine, A. elliptica’nın hücre kültüründe 

yapılan sterol analizinde, bitkide bulunan temel sterolün campestrol olduğu 

tespit edilmiştir (Uomori ve diğ., 1992).  

Assaeed ve Al-Doss (2001)’un gerçekleştirdiği bir çalışmada ise, R. stricta ve 

Lasiurus scindicus’un su stresine karşı fide oluşturma rekabeti araştırılmış ve R. 

stricta’nın su stresinde fide verme oranının L. scindicus’a göre daha düşük 

olduğu tespit edilmiştir. 

Yukarıda belirtildiği gibi Amsonia cinsi sadece tıbbi ve ekonomik önemi 

bakımından değil, ülkemiz ve yerkürenin biyoçeşitliliğinin korunması 

bakımından da önem taşıyan bir bitki olmasına rağmen A. orientalis üzerinde 

dünya literatüründe yukarıda sayılanlardan başka sadece birkaç bilimsel 

çalışmanın bulunması (Özen, 2002; 2006), bu bitki ile ilgili büyük bir veri 

eksikliği olduğunu ortaya koymaktadır.  
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2. MATERYAL VE METOD 

2.1. Materyal 

Tükenme tehlikesi altındaki Amsonia orientalis bitkisinin stres proteinlerinin 

araştırıldığı bu çalışmada, Kocaeli Üniveristesi Biyoloji bölümüne ait sit 

alanında yetiştirilen Mavi Yıldız (A. orientalis) bitkisi kullanılmıştır. Protein 

miktarı ve enzim aktivitesi Bio-Rad Smartspec 3000 (ABD) cihazı ile tayin 

edildi. Homojenize işleminin ardından pellet ve süpernatan kısımları Sigma 4-16 

K (ABD) santrifüj cihazı ile birbirinden ayrıldı. Bitki stres ortamlarında 

kullanılan kimyasallar NaCl, PEG6000, ZnSO4, Na2MoO4 olup ayrıca sitokinin 

grubu hormon olan benzilamin pürin (BAP) ve besi ortam olarak Murashige & 

Skoog (MS) kullanıldı. Kimyasallar Merck (Almanya), Bio-Rad (ABD), Sigma-

Aldrich (Almanya) firmalarından temin edildi. 

2.2. Metod 

2.2.1. Bitki eksplantların dezenfeksiyonu ve stres koşullarını oluşturma 

Ex vitro koruma parsellerinde yetiştirilen A. orientalis bitkisinden alınan nodal 

eksplantların önce %70 (v/v) etil alkol içerisinde 2 dakika ardından %1 (v/v) 

sodyum hipoklorit içerisinde 10-12 dakika bekletilip yüzeysel sterilizasyonları 

sağlanmıştır. Sonrasında eksplantlar 40 mL 1,0 mg/L benzilamino pürin (BAP) 

içeren Murashige & Skoog (MS) sürgün çoğaltım ortamına ekilmiş ve 1 aylık 

kültür periyodu sonunda tuzluluk, kuraklık, UV, ağır metal (Zn
+2

, Mo
+6

) stresleri 

denemelerinde kullanılacak nodları içeren sürgünler elde edilmiştir. Aynı işlem, 

in vitro sürgünler kullanılarak sürekli olarak tekrar edilmekte ve gerekli eksplant 

kaynağı bu yöntemle sağlanmaktadır (Acemi ve diğ., 2013). 

Tuz stresi oluturulması için, 200 mM NaCl konsatrasyonuna kadar ön uygulama 

yapılmış olup, bitkinin bu konsatrasyonda yaşamadığı kaydedilmiştir. Daha 

sonra,  in vitro kuşullarda elde edilen sürgünlerden alınan nodal explantlar 25, 

50, 75, 100, 125 ve 150 mM NaCl içeren MS besi ortamında kültüre 
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alınmışlardır. Bir aylık kültür periyodunun sonunda gerekli morfometrik 

ölçümler (sürgün uzunluğu, sürgün sayısı, kök uzunluğu, kök sayısı) yapılmıştır. 

UV stresini oluşturabilmek için, 90 dakikaya kadar ön uygulama yapıldı ancak 

bitkide bu sürede nekrozlar oluştuğu kaydedilmiştir. Daha sonra,  in vitro 

koşullarda üretilen sürgünlerden nodal eksplantlar alınarak MS besi ortamına 

aktarılmışlardır. Kültürlerin oluşturulduğu bu kaplar kültürün 1. gününde kontrol 

grubunun dışında 15, 30 ve 60 dakikalık süreler boyunca en az 15 cm uzaklıktan 

UV-B (100-280 nm) radyasyonuna maruz bırakılmışlardır. Bu işlem kültürün 15. 

ve 30. gününde aynı sürelerle tekrarlanmıştır. Bir aylık kültür periyodunun 

sonunda gerekli morfometrik ölçümler (sürgün uzunluğu, sürgün sayısı, kök 

uzunluğu, kök sayısı) yapılmıştır. UV-B stresinin oluşturulmasında 16 W 

gücünde (OSRAM, PURITEC HNS) germisidal lamba kullanılmıştır. Uygulama 

laminar kabin içerisinde gerçekleştirilmiştir. 

Kuraklık stresini oluşturabilmek için, %6 (w/v) Polietilen glikol(PEG) – 6000 

konsatrasyonu ön uygulama olarak denenmiş ancak bitkinin bu konsantrasyonda 

yaşamadığı kaydedilmiştir. Daha sonra, in vitro kuşullarda üretilen sürgünlerden 

nodal eksplantlar alınarak, kontrol, %0,5 (w/v), %1 (w/v), %2 (w/v) ve %4 (w/v) 

Polietilen glikol(PEG) – 6000 içeren MS besi ortamında kültüre alınmışlardır. 

Bir aylık kültür periyodunun sonunda gerekli morfometrik ölçümler (sürgün 

uzunluğu, sürgün sayısı, kök uzunluğu, kök sayısı) yapılmıştır. 

Zn
+2

 stresini oluşturmak için in vitro koşullarda üretilen sürgünlerden alınacak 

nodal eksplantlar kontrol grubunun dışında ayrı ayrı 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM 

çinko sülfat (ZnSO4) ilave edilmiş MS besi ortamına aktarılmışlardır. Bir aylık 

kültür periyodunun sonunda gerekli morfometrik ölçümler (sürgün uzunluğu, 

sürgün sayısı, kök uzunluğu, kök sayısı) yapılmıştır. Halihazırda MS besiyerinin 

içerisinde (standart formülasyonunda) 8,6 mg/L konsantrasyonda ZnSO4.7H2O 

bulunmaktadır. 

Mo
+6

 stresini oluşturmak için in vitro koşullarda üretilen sürgünlerden alınacak 

nodal eksplantlar kontrol grubunun dışında ayrı ayrı 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM 

sodyum molibdat (Na2MoO4) ilave edilmiş MS besi ortamına aktarılmışlardır. 

Bir aylık kültür periyodunun sonunda gerekli morfometrik ölçümler (sürgün 
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uzunluğu, sürgün sayısı, kök uzunluğu, kök sayısı) yapılmıştır. Halihazırda MS 

besiyerinin içerisinde (standart formülasyonunda) 0,25 mg/L konsantrasyonda 

Na2MoO4.2H2O bulunmaktadır. 

Çalışmadaki tüm deneysel ölçümlerin istatistik testleri için IBM SPSS 19 

istatistik programı kullanıldı. 

Kültür şartları büyütme kabininde 80 μmol m
-2

 s
-1 

fotosentetik foton 

yoğunluğundaki ışık altında 16/8 ışıklandırma periyodunda, 23±1ºC de ve %65 

nispi nem olarak uygulanmıştır. Tüm stres faktörü denemelerinde aynı kültür 

şartları uygulanmıştır. 

2.2.2. Ham ekstraktın hazırlanması  

Bitki ekstraktların oluşturulması ve takibindeki tüm deneyler Kocaeli 

Üniversitesi Fen-Edebiyat fakültesi Kimya Bölümü Biyokimya Araştırma 

Laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

Hedeflenen çalışmaları gerçekleştirmek üzere artan stres koşulları varlığında 

yetiştirilen bitki materyallerinden ham ekstraktlar hazırlanmıştır. Kontrol (2,92 

g) ve 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM tuz stresi varlığındaki bitki (sırasıyla; 1,5, 

2,08, 1,57, 2,85, 1,54 ve 2,63 g) 20 katı hacimdeki 50 mM sodyum fosfat (pH 

7,0) tampon ile homojenize edilmiştir.  

15, 30, 60 dakika UV stresine (100-280 nm) maruz bırakılan bitkilerden sırasıyla 

2,32 g, 2,12 g ve 1,85 g ağırlığında bitki elde edildi ve bu bitkilerin ağırlığının 

20 katı hacminde 50 mM sodyum fosfat (pH 7,0) tampon ile homojenize edildi.  

%5, %10, %20 ve %40 (w/v) konsantrasyonlarındaki PEG6000 çözeltisi ile 

kuraklık stresine maruz bırakılan bitkilerden sırasıyla 2,32 g, 2,22 g, 2,55 g 

ve1,27 g’lık bitkiler elde edildi ve bu bitkilerin ağırlığının 20 katı hacminde 50 

mM sodyum fosfat (pH 7,0) tampon ile homojenize edildi. 

 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM çinko sülfat (ZnSO4) ile muamele edilmiş 

bitkilerden sırasıyla 2,30 g, 2,26 g, 2,27 g, 1,79 g ve 1,10 g ağırlığında bitkiler 
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elde edildi ve bu bitkilerin ağırlığının 20 katı haciminde 50 mM sodyum fosfat 

(pH 7,0) tampon ile homojenize edildi.  

0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM molibdat (Na2MoO4) ile muamele edilmiş 

bitkilerden sırasıyla 1,58 g, 1,85 g, 1,55 g, 1,89 g, 0,79 g ve 0,30 g ağırlığında 

bitkiler elde edildi edildi ve bu bitkilerin ağırlığının 20 katı haciminde 50 mM 

sodyum fosfat (pH 7,0) tampon ile homojenize edildi.  

Elde edilen tüm homojenizatlar kaba filtre kağıdı ile filtre edilmiş 14000g ve 

+4°C’de 15 dakika santrifüj edilmiştir (Sigma 4-16 K). Süpernatan kısmı 

bitkinin stres varlığında biyokimyasal parametrelerinin incelenmesi için 

kullanılmıştır. 

2.2.3. Antioksidan enzim aktivitesinin incelenmesi 

Çeşitli stres varlığında ve yokluğunda (kontrol olarak)  antioksidan enzim 

aktiviteleri (SOD; süperoksit dismutaz, POD; peroksidaz, CAT; katalaz) 

spektrofotometrik ve elektrofotometrik olarak incelenmiştir. 

SOD aktivitesi; NBT (Nitroblue tetrazolium)’nin 560 nm’de fotokimyasal 

redüksiyonunun incelenmesi ile belirlenmiştir (Beauchamp ve Fridovich, 1973). 

Reaksiyon, 75 mM NBT, 18 mM l-methionine, 0,1 mM EDTA (Etilendiamin 

tetraasetik), 2 μM riboflavin ve enzim içeren toplam 3 mL 50 mM sodyum fosfat 

tamponunda (pH 7,0) gerçekleştirilmiştir. Riboflavin en son karanlık ortamda 

ilave edilmiştir ve reaksiyon karışımı 30-W floresan ışığı altında 15 dakika 

inkübe edilmiştir. 1 ünite SOD aktivitesi %50 redüksiyon inhibisyonunu 

sağlayan enzim miktarı olarak tanımlanmıştır. 

POD aktivitesi; pyrogallol oksidasyon yöntemi ile incelenmiştir. Reaksiyon; 10 

mM pyrogallol, 100 μL seyreltilmiş enzim ve 5 mM H2O2 içeren toplam 2 mL 

50 mM sodyum fosfat tamponu içinde gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon karışımı 

25°C’de 5 dakika inkübe edilmiş ve enzimatik reaksiyon 1 mL 2,5 N H2SO4 ile 

sonlandırılmış 425 nm’de artan absorbanslar kaydedilmiştir. Enzim aktivitesi; 

425 nm’de fosfat tampon içinde pyrogallol için ɛ (extinction coefficient) 2640 

M
-1

cm
-1

 alınarak eşitlik 1’de gösterildiği gibi hesaplanmıştır. Enzim aktivitesi; 5 
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dakikada 1 mg purpurogallin oluşması için gerekli olan enzim miktarı olarak 

tanımlanmıştır (Valetti ve Picó, 2013.). Enzim aktivitesi Denklem (2.1)’deki gibi 

hesaplanmıştır. 

POD aktivitesi =
(

OD425
ε

 )× Reaksiyon hacmi (mL)

İnkübasyon süresi(Dakika) × Enzim hacmi (mL)
                                               (2.1) 

CAT aktivitesi; 240 nm’deki absorbans azalması takip edilerek ölçülmüştür. 

Reaksiyon 50 mM pH 7,0 sodyum fosfat tamponunda 10 mM H2O2 ve uygun 

oranda seyreltilmiş enzimin 37°C’de 2 dakika inkübe edilmesi ile 

gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon 1M HCl ile sonlandırılmıştır. Bir unite enzim 

aktivitesi 1 μmol H2O2 parçalanması için gerekli olan enzim miktarı olarak 

tanımlanmıştır (H2O2 için ε değeri 0,039 cm
2
μmol

−1
) (Aebi ve diğ., 1974). 

Enzim aktivitesi Denklem (2.2)’deki gibi hesaplanmıştır.  

CAT aktivitesi = 
 (

OD425
ε

 )× Reaksiyon hacmi (mL)

İnkübasyon süresi(Dakika) ×  Enzim hacmi (mL)
                                     (2.2) 

Tüm örnekler için protein miktar tayini Bradford yöntemine göre yapılmıştır 

(EK-A). 

2.2.4. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi 

Lipid peroksidasyon seviyesi; malondialdehyde (MDA) içeriğinin 

belirlenmesine göre gerçekleştirilmiştir (Turan ve Tripathy, 2013).  

MDA içeriği thiobarbituric acid (TBA) reaksiyonun göre belirlenmiştir. 0,2 mL 

ham enzim ekstraktı 0,4 mL TBA reaktifi ile karıştırılmıştır. TBA reaktifi 0,25 

M HCl içinde %15 (w/v), TCA (trikloroasetik) asit ve %0,375 (w/v), TBA 

içermektedir. Karışım 95°C’de 15 dakika karıştırılmış ardından buz banyosunda 

soğurulmuş ve 13000g’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Örneklerin 532 ve 600 

nm’deki absorbansları kaydedilmiştir. MDA içeriği ɛ değeri 156 mM
-1

cm
-1

 

alınarak Denklem (2.3)’deki gibi hesaplanmıştır. 

[(A532-A600) / 156] x 10
3 
x Seyrelme Faktörü                                               (2.3) 
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2.2.5. H2O2 içeriğinin belirlenmesi 

H2O2 içeriği; potasyum iyodür (KI) reaksiyonu sonrası spektrofotometrik olarak 

ölçülmüştür. Reaksiyon karışımı toplam 2,5 mL 50 mM sodyum fosfat 

tamponunda (pH 7,0)  %0,1 (w/v) TCA, 1M KI ve 0,5 mL ham enzim ekstraktı 

içermektedir. H2O2 içeriğini hesaplamak için bilinen H2O2 konsantrasyonlarında 

standart eğri hazırlanmıştır (Doupis ve diğ., 2011). 

2.2.6. Elektroforetik analizler 

SDS-PAGE analizi Bio-Rad Mini-Protean sistemi kullanılarak; %4 (v/v) 

yükleme jeli ve %12 (v/v) ayırma jeli hazırlanarak gerçekleştirilmiştir (EK-B) 

(Laemmli ve diğ., 1970). Örnekler indirgeme ajanı (SDS ve merkaptoetanol) 

içeren yükleme tampon ile 100°C’de 5 dakika kaynatılmışlardır. Protein 

markör’ü olarak SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard (LC5925) 

kullanılmıştır. Elektroforez 100 V’da 10 dakika ardından 120 V’da 2-3 saat 

yürütülerek gerçekleştirilmiştir. Yürütülen jeller gümüş boyama ile boyanmıştır 

(EK-C) (Blum ve diğ., 1987). 

SOD, POD ve CAT enzimlerinin elektrofotomerik analizleri denatüre edici 

özelliği olmayan %4 (v/v) yükleme ve %12 (v/v) yürütme jeli hazırlanarak, 

4°C’de, ilk 10 dakika 100 V ardından 1-3 saat 120 V’da Biorad mini protean II 

elektroforez sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Jel üzerinde SOD aktivite tayini şu yönteme göre yapılmıştır: yürütülen jel 30 

saniye aralıklarla 3 defa saf su ile yıkanıp ardından 750 μM NBT, 0,13 mM 

metiyonin ve 20 mM riboflavin ile iki adet 30 W’lık floresan ışık altında bantlar 

belirginleşene kadar inkübe edilmiştir. SOD bantları koyu mavi-mor arka alanda 

transparan olarak belirlenmiştir. SOD’un izoformlarını belirlemek için yürütülen 

jeller ayrı ayrı 8 mM KCN ve 10 mM H2O2 ile inkübe edilmiştir (Pan ve diğ., 

2006). 

Jel üzerinde POD aktivitesi, yürütülen jelin oda sıcaklığında; 50 mM (pH 7,0) 

fosfat tamponunda hazırlanan 10 mM pyrogallol ve 5 mM H2O2 ile inkübe 

edilmesi sonucu turuncu-kahverengi bantların oluşumu ile takip edilmiştir. 
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CAT aktivitesi ise, yürütülen jelin; 50 mM (pH 7,0) sodyum fosfat tamponunda 

hazırlanan 10 mM H2O2 ile 5 dakikalık inkübasyonu ardından koyu mavi arka 

alanda transparan bantlar görünene dek 50 mM (pH 7,0) sodyum fosfat 

tamponunda hazırlanan 30 mM TEMED (Tetramethilethylenediamine), 2,5 mM 

NBT (Nitro blue tetrazolium), 5 mM riboflavin içeren çözeltide inkübasyonu 

sonucu belirlenmiştir (Manchenko ve diğ., 2002).   
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3. BULGULAR VE TARTIŞMA 

3.1. Tuz Stresinin İncelenmesi 

3.1.1. Tuzluluk stresinin bitkinin sürgün ve kök parametrelerine etkisi 

A. orientalis’in çeşitli tuz konsantrasyonlarına karşı tepkilerini ölçmek için 

tasarlanan deneyde 1 aylık kültür periyodu sonucunda çeşitli morfometrik veriler 

toplanmıştır. Buna göre, 25 mM NaCl konsantrasyonuna kadar sürgün sayısı 

artarken daha yüksek konsantrasyonlarda doza bağlı olarak azalma gözlenmiştir. 

Sürgün sayısının ayrıca 100 mM üzerindeki konsantrasyonlara karşı daha hassas 

olduğu gözlemlenmiştir. Diğer yandan, sürgün uzunlukları artan NaCl 

konsantrasyonlarından negatif yönde etkilenmişlerdir (Şekil 3.1). A. orientalis 

halofit bir bitki olmadığı halde, veriler açıkça göstermektedir ki kültür ortamına 

eklenen 25 mM konsantrasyondaki NaCl sürgün çoğaltımını artırmaktadır. Bu 

ortam bitki üzerinde gerçekleştirilebilecek diğer çoğaltım çalışmalarında da 

alternatif bir seçenek olarak kullanılabilir. Kök gelişimi ise 100 mM NaCl 

konsantrasyonuna kadar azalarak devam etmiş, bu konsantrasyondan sonraki 

seviyelerde ise tamamen baskılanmıştır. Kök gelişiminde gözlenen büyük 

orandaki baskılanma, sodyum ve klorür iyonlarının birikimine ve buna bağlı 

olarak ksilemden oksin aktarımının durdurulmasına bağlı olabilir (Galvan-

Ampudia ve Testerink, 2011). 

Bitkiler tuz stresini ortadan kaldırmak için çeşitli savunma stratejileri 

geliştirmiştir. Bunlardan bir tanesi dokularında absisik asit ve sitokin 

seviyelerinin yeniden düzenlenmesidir. Buna göre, sitokin seviyesi, kısa süreli 

veya orta şiddette tuz stresine maruz kalındığında artırılırken, uzun süreli 

kuraklık ve tuz stresine maruz kalındığında azaltılır  veya tamamen baskılanır 

(Ha ve diğ., 2012). Bu yüzden düşük konsantrasyondaki NaCl eklenmiş besi 

ortamlarından elde edilen sürgün sayısındaki artış, sitokinin seviyelerindeki bu 

geçici yükselişe bağlanabilir. 
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Şekil 3.1. NaCl konsantrasyonun A. orientalis’in sürgün ve kök 

parametreleri etkisi 

3.1.2. Tuz stresinin bitkinin antioksidan enzim aktiviteleri üzerine 

etkilerinin incelenmesi  

Bitkilerde tuz stresi varlığında ROS seviyelerindeki artışa bağlı olarak 

antioksidan enzim aktivitelerinde değişiklik gözlenir (Wang ve diğ., 2005). 

SOD, ROS tarafında oluşturulan oksidasyon hasarının tamiri açısından önemli 

bir antioksidan enzimdir (Gao ve diğ., 2008). Şekil 3.2 artan tuz stresinde 

bitkinin SOD enzim aktivitesine maruz bırakılan değişiklikleri gözlemlemek için 

çizilen grafikleri göstermektedir. 

 

Şekil 3.2. Tuz stresinin olmadığı (kontrol) koşullarda (A) ve olduğu 

koşullarda (B-G) A. orientalis’in SOD enzim aktivitesindeki değişikliği 

belirlemek üzere çizilen grafik  
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Şekil 3.2. (Devam) Tuz stresinin olmadığı (kontrol) koşullarda (A) ve olduğu 

koşullarda (B-G) A. orientalis’in SOD enzim aktivitesindeki değişikliği 

belirlemek üzere çizilen grafik 
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Elde edilen tüm grafik denklemlerinden yararlanılarak her bir stres koşulu için 

SOD aktivitesi belirlenmiştir. Tüm stres koşulları için protein analizlerinden 

yararlanılarak oluşturulan aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik 

aktiviteyi (U/mg) içeren veriler Tablo 3.1’de verilmiştir. 

Tablo 3.1. Artan tuz stresi varlığında A. orientalis’in SOD miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim 

Örnek Aktivite 

(U/mL) 

Protein 

(mg/mL) 

Spesifik Aktivite 

(U/mg) 

Kontrol (MS) 0,48 0,65 0,75 

25 mM NaCl 0,69 0,75 0,92 

50 mM NaCl 0,55 0,55 1,00 

75 mM NaCl 0,60 0,80 0,76 

100 mM NaCl 0,55 0,67 0,81 

125 mM NaCl 0,57 0,70 0,82 

150 mM NaCl 0,45 0,74 0,71 

Artan tuz stresi varlığında A. orientalis’in SOD enzim aktivitesinde bir artış 

gözlenmiştir. Buna karşın en fazla spesifik aktivite artışı, 50 mM NaCl 

konsantrasyonu varlığında tespit edilmiştir (Tablo 3.1). Artan antioksidan enzim 

aktivitesi bitkinin tuz stresini tolere edebilme kapasitesini göstermektedir. 

Benzer sonuçlar tuza toleranslı arpa, bezelye, yabani pancar, mısır ve susamda 

da elde edilmiştir (Azevedo-Neto ve diğ, 2005; Bor ve diğ., 2003; Hernandez ve 

diğ., 2000; Koca ve diğ., 2006; Seçkin ve diğ., 2010). 

SOD’un yanı sıra POD; birçok yüksek bitkide bulunan ve lignifikasyon, bitkinin 

tuz stresine ve ağır metal stresine karşı direnç göstermesi gibi pek çok önemli 

süreçte yer alan önemli bir antioksidan enzimdir (Gao ve diğ, 2008). Tüm stres 

koşulları için protein analizlerinden yararlanılarak oluşturulan POD aktivitesi 

(U/mL), miktarı (mg/mL) ve spesifik aktivitesindeki değişimler şekil 3.3’de 

verilmiştir.  
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Şekil 3.3. Artan tuz konsantrasyonları varlığında A. orientalis’in POD 

miktarı ve aktivitesinde gözlenen değişim (MS: kontrol) 

Buna göre artan tuz konsantrasyonları varlığında POD aktivitesi artmış ancak 

125 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarında POD enzim aktivitesi kontrole 

oranla sırasıyla %24 ve %27 oranlarında azalmıştır. En fazla POD spesifik 

aktivite 50 mM NaCl konsantrasyonu varlığında gözlenmiştir. POD aktivite 

bulguları ile birlikte büyüme parametreleri de göz önüne alınırsa yüksek tuz 

konsantrasyonlarının bitkinin POD enzim aktivitesini inhibe ettiği görülmüştür. 

Yapılan birçok çalışmada tuz stresine bağlı olarak üretilen H2O2’i elemine etmek 

için POD enzim aktivitelerinde belirli bir seviyeye kadar artışın meydana geldiği 

bildirilmektedir (Bor ve diğ., 2003; Meloni ve diğ., 2003; Radic ve diğ., 2006). 

SOD ve POD enzimine ek olarak, CAT hidrojen peroksidi (H2O2) su ve 

moleküler oksijene yıkarak canlı sistemi oksidatif yıkımdan koruyan bir başka 

önemli antioksidan enzimdir. Artan tuz stresi varlığında bitkinin CAT enzim 

aktivitesinin değişimi Şekil 3.4’de gösterilmiştir. 

 
Şekil 3.4. Artan tuz konsantrasyonları varlığında A. orientalis’in CAT 

miktarı ve aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

Şekil 3.4’de görüldüğü gibi A. orientalis CAT’ının spesifik aktivitesi artan tuz 

konsantrasyonu varlığında artmış, ve en yüksek değere (%123’lük artış ile) POD 

aktivitesinde olduğu gibi 25 mM tuz konsantrasyonu varlığında ulaşmıştır. CAT 
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için spesifik aktivite (ve aktivite) artan tüm tuz konsantrasyonlarında kontrolden 

daha fazla bulunmuştur. CAT aktivitesinde gözlenen bu artış bitkinin türüne 

bağlı olarak tuz stresi koşullarına karşı gösterdiği savunma olarak 

yorumlanabilir. Bulgularımıza paralel olarak tuza toleranslı Hordeum marinum 

L. (Seçkin ve diğ., 2010), Plantago maritima L. (Sekmen ve diğ., 2007), Suaeda 

salsa Pall. (Cai-Hong ve diğ., 2005), Bruguiera gymnorrhiza (L.) Lamk. 

(Takemura ve diğ., 2000) türlerinde yapılan çalışmalarda da CAT seviyelerinin 

tuz stresi altında arttığı rapor edilmiştir. 

Artan tuz stresi varlığında aktivite değişimi incelenen CAT ve POD antioksidan 

enzimin de 50 mM tuz konsantrasyonu varlığında,  SOD antioksidan enziminde 

ise 75 mM tuz konsantrasyonun artışı gözlenmiş olup, en fazla CAT 

aktivitesinin artış yönünde indüklendiği ancak POD aktivitesinin tuz stresine 

yanıt olarak azaldığı gözlemlenmiştir. 

3.1.3. Tuz stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi üzerine etkisi 

ROS membran lipidlerinin oksidasyonuna sebep olarak membran geçirgenliğini 

değiştirmekte ve hücrenin ölümüne sebep olabilmektedir. MDA membran lipid 

peroksidasyonunun bir ürünüdür ve hücre hasarının seviyesini gösterir. Şekil 3.5 

A. orientalis’in artan tuz stresi varlığında MDA içeriğinde gözlenen değişim 

göstermektedir. 

 

Şekil 3.5. Artan tuz stresi varlığında A. orientalis’in MDA içeriğinin değişimi 

(MS: Kontrol) 

Buna göre artan tuz stresi ortamında MDA içeriği en fazla 150 mM NaCl 

varlığında görülmüştür. Bu durum bitkinin düşük tuz konsantrasyonunu tolere 

ederken yüksek tuz konsantrasyonu varlığında bitkide hücresel hasarın 

oluştuğunun göstergesidir. Düşük tuz varlığında gözlenen tolerasyonun bitkinin 

NaCl konsantrasyonu, (mM) 
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artan tuz stresi varlığında artan SOD, POD ve CAT aktivitelerinden dolayı 

olduğu sanılmaktadır. Yıldıztugay (2011) tarafından Centaurea lycaonica 

gerçekleştirilen yaptığı çalışmada da benzer sonuçlar gözlenmiştir. MDA 

seviyesi 150 mM tuz stresi altında kontrol grubuna oranla arttığını tespit 

etmiştir. 

3.1.4. Tuz stresinin bitkinin H2O2 seviyesi üzerine etkisi 

Stres koşularında; H2O2, ROS sinyal molekülü olarak rol oynar. Bu nedenle, 

bitkinin savunma sistemi için büyük önem taşır. ROS’un enzimatik yıkımı SOD, 

POD ve CAT gibi antioksidan enzimler ile gerçekleştirildiğinden H2O2 bu 

antioksidan enzimlerin aktivite artışına da sebep olabilmektedir. Bu çalışmada 

artan tuz stresi koşullarında bitkinin H2O2  seviyesi artmış olup ve değişim Şekil 

3.6’da gösterilmiştir. 

 
Şekil 3.6. Artan tuz stresi koşullarında A. orientalis’in H2O2 değişimi  

Yapılan denemeler sonucunda tuz stresi altında büyütülen bitkinin H2O2 

seviyesinde artış belirlenmiş olup, en fazla artışın 125 ve 150 mM NaCl 

stresinde olduğu görülmüştür (Şekil 3.6). Benzer şekilde, Tuna (2016) domates 

(Lycopersicon esculentum Mill.) bitkisiyle yaptığı çalışmada tuz 

konsantrasyonun artmasına bağlı olarak H2O2 miktarınında artığını, en yüksek 

H2O2 miktarında 150 mM NaCl varlığında olduğunu saptamıştır. Artan tuz 

stresine bağlı olarak H2O2 seviyelerindeki değişimin birbirini takip eden artış ve 

duraksama şeklinde olduğu gözlenmiştir. Bu durumun stres sonucu artan SOD 

aktivitesindeki artışın önce H2O2’nin artışına sebep olması, ancak akabinde POD 

ve CAT aktivitelerinin de artışı ile H2O2’nin bir kısmının yıkılması sonucu ROS 

seviyesinin stabil kalmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 
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3.1.5. Tuz stresi koşullarında yetiştirilen bitkinin elektroforetik analizleri 

Şekil 3.7 artan tuz stresi koşullarında bitkiye ait SOD enziminin zimogramını 

göstermektedir. Tuz stresine maruz bırakılan ve bırakılmayan bitkide SOD 

aktivitesi için üç farklı bant belirlenmiştir. Bantların hangi izozime ait olduğunu 

belirlemek için KCN ve H2O2 ile muamele edilmesi gerekir. KCN tuzu, SOD 

izozimlerinden Cu/Zn-SOD aktivitesini inhibe ederken H2O2 ise Cu/Zn-SOD ve 

Fe-SOD aktivitelerini aynı anda inhibe etmektedir. Bu bilgiler ışığında şekil 

3.7’de gözlenen ilk bant her iki inhibitörden etkilenmediği için Mn-SOD olarak 

adlandırılmıştır. İkinci bant ise her iki inhibitörden etkilenmiştir. Bu nedenle 

Cu/Zn-SOD olarak tayin edilmiştir. son bant ise KCN’den etkilendiği için  Fe-

SOD olarak adlandırılmıştır.  

 

Şekil 3.7. Artan tuz stresi koşullarında A. orientalis’in SOD 

aktivitesi için  zimogram resmi. A: inhibitörsüz koşullardaki 

SOD aktivitesi, B: 8 mM KCN varlığında, C: 10 mM H2O2 

varlığında. Şeklin üzerindeki rakamlar ise maruz bırakıldığı 

NaCl konsantrasyonunu ifade etmektedir (MS: Kontrol) 

POD enziminin zimogram analizi sonucu A. orientalis’te tek bant oluşumu 

gözlemlenmiştir (Şekil 3.8). Ayrıca artan tuz konsantrasyonuna bağlı olarak 

bantın yoğunluğunda bir azalma gözlenmemiştir. Bu sonuç POD aktivitesinin 

spektrofotometrik sonuçları ile de uyumludur. 
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Şekil 3.8. Artan tuz stresi koşullarında A. 

orientalis’in POD aktivitesi için  gerçekleştirilen 

zimogram resmi 

CAT enziminin zimogram analizi Şekil 3.9’da gösterilmektedir. POD 

aktivitesinde olduğu gibi jel üzerinde CAT enzimine ait tek bant gözlenmiştir. 

Bu sonuç CAT aktivitesinin spektrofotometrik sonucu ile uyumludur.  

 

Şekil 3.9. Artan tuz stresi koşullarında A. 

orientalis’in CAT aktivitesi için gerçekleştirilen 

zimogram resmi 

Spektrofotometrik analizin yanı sıra tuz stresine maruz bırakılmış ve 

bırakılmamış bitkinin protein miktarları SDS-PAGE analiz olarak da incelenmiş 

ve bulgular Şekil 3.10’da gösterilmiştir. Buna göre, Şekil 3.10’a göre; diğer tuz 

konsantrasyonlarında görünür iken; 100, 125 ve 150 mM NaCl 

konsantrasyonlarında uygulanan tuz stresinde 81 kDa’luk protein 

gözlenebilirliğini yitirmiştir. Fakat aynı yüksek tuz konsantrasyonlarında 64 

kDa’luk yeni bir protein gözlenmiştir. 64 kDa’luk tuz konsantrasyonlarında (25, 

50 ve 75 mM NaCl) ve kontrol grubunda görülmemektedir. Ayrıca 125 ve 150 

mM NaCl stresi varlığında 19 kDa’luk keskin bir bandın varlığı belirlenmiştir. 

Bu durum stres koşullarında bazı polipeptidlerin sentezinin baskılandığı 

bazılarının ise artış yönünde indüklenmesi ile açıklanabilir. 
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Şekil 3.10. Tuz stresi koşullarında A. orientalis’in 

SDS-PAGE analizi. M: Protein markör, 1, 2, 3, 4, 5, 

6 ve 7 numaralı kuyucuklar sırasıyla kontrol, 25, 50, 

75, 100, 125 ve 150 mM NaCl konsantrasyonuna 

maruz bırakılan bitki ekstraktlarını ifade etmektedir. 

Her kuyucuğa 15 μg protein yüklenmiştir 

3.2. Kuraklık Stresinin İncelenmesi 

3.2.1. Kuraklık stresinin bitkinin sürgün ve kök parametrelerine etkisi  

Bitki üzerinde denenen tüm polietilenglikol 6000 (PEG6000) konsantrasyonları 

sürgün sayısı üzerinde önemli bir etki yapmazlarken sürgün uzunluğunu 5 mg/L 

den itibaren negatif yönde etkilenmiştir. Konsantrasyon arttıkça sürgün 

uzunluğunun azaldığı görülmektedir. Kök sayısında kontrole kıyasla en düşük 

konsantrasyondaki uygulama dahi yaklaşık %75 oranında azalma belirlenmiştir 

(Şekil 3.11). Aynı durum kök uzunlukları için de geçerli olmuştur. 

kDa    M         1       2         3      4      5       6       7 

19 kDa 

81 kDa 

64 kDa  
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Şekil 3.11. PEG6000 konsantrasyonlarının A. orientalis’in sürgün ve kök 

parametrelerine etkileri 

Artan PEG konsantrasyonlarında özellikle kök gelişim parametrelerinin 

tamamen baskılandığı görülmektedir (Şekil 3.11). Bu stres faktörünün sürgün 

gelişimine negatif etkileri ise köke olan etkilerine kıyasla daha sınırlı kalmıştır. 

Bu yüzden bitkinin dış ortama alıştırma çalışmalarında ve doğaya aktarımında 

etkin bir köklendirme protokolünün geliştirilmesi önemli gözükmektedir. 

3.2.2. Kuraklık stresinin bitkinin antioksidan aktiviteleri üzerine etkisi 

Kuraklık stresinin ROS üretimini arttırmasından dolayı bitkinin fizyolojik ve 

biyolojik özellikleri üzerinde etkili olduğu bilinmektedir (Cruz de Carvalho, 

2008). Şekil 3.12 artan kuraklık stresinde bitkinin SOD enzim aktivitesindeki 

değişiklikleri gözlemlemek için çizilen grafikleri göstermektedir. 
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Şekil 3.12. Kuraklık stresinin olmadığı (Kontrol) koşullarda (A) ve olduğu 

koşullarda (B-E) A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek üzere 

çizilen grafik 

Elde edilen grafik denklemlerinden yararlanılarak her bir stres koşulu için SOD 

aktivitesi belirlenmiştir. Tüm stres koşulları için protein analizlerinden 

yararlanılarak oluşturulan aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik 
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aktiviteyi (U/mg) içeren veriler Şekil 3.13’de gösterilmiştir. Buna göre, Artan 

kuraklık stresi varlığında A. orientalis’in SOD enzim aktivitesi (U/mL) de 

artmış, en yüksek artış %168 oran ile %5’lik (w/v) PEG6000 konsantrasyonu 

varlığında belirlenmiştir. 

Oksidadif stres sonucu ortaya çıkan aktif oksijen türevlerinden süperoksit 

radikalinin yok edilmesinden sorumlu olan SOD enzim aktivitesi tuz ve kuraklık 

stres koşullarında süreye bağlı olarak artış göstermiştir. Karanlık (2001) 

bitkilerin tuz stresi süresince artan düzeyde O2
-
 ürettiğini ve bünyelerinde SOD 

enzim aktivitesinin artışı ile bu radikallerin yok etmeye çalıştıklarını ifade 

etmiştir. Türkan ve diğ. (2005), fasulye (Phaseolus vulgaris) ve tepary bean 

(Phaseolus acutifolius) türlerinde kuraklık stresi sonucu SOD enzim 

aktivitesinde artış meydana geldiğini, bu artışın kuraklığa dayanıklı olan tepary 

bean (Phaseolus acutifolius) türünde ise daha fazla olduğunu bildirmişlerdir. 

Yong ve diğ. (2006), kuraklık stresi sonucu SOD enzim aktivitesinde artış 

meydana geldiğini ancak ilerleyen stres sonucu enzim aktivitesinde azalma 

meydana gelebileceğini bildirmiştir. Bu çalışmalar, elde edilen bulguları 

doğrular niteliktedir. 

 

Şekil 3.13. Artan kuraklık stresi koşullarında A. orientalis’in SOD miktarı 

ve aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

Kuraklık stresinin diğer bir antioksidan enzim olan POD üzerine etkisi de 

çalışılmıştır. Şekil 3.14’de görüldüğü gibi kuraklık stres koşulları A. orientalis’in 

POD aktivitesini arttırmış ve buna bağlı olarak tüm kuraklık stresi koşullarında 

POD spesifik aktivitesi de artmıştır. Reddy ve diğ. (2004) dut meyvesinde, 

Sharma ve Dubey (2004) çeltikte, Liu ve diğ. (2009) hıyarda yaptıkları 

çalışmalarda kuraklık stresi sonucu POD aktivitesinde artış meydana geldiğini 

ifade etmişlerdir. 

PEG6000 konsantrasyonu, (% w/v) 
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Şekil 3.14. Artan kuraklık stresi koşullarında A. orientalis’in POD miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

Artan kuraklık stresi koşullarında bitkinin CAT enzim aktivitesinde gözlenen 

değişim grafiği Şekil 3.15’de gösterilmiştir. Şekil 3.15’de görüldüğü gibi A. 

orientalis CAT aktivitesi artan kuraklık stresi koşullarından etkilenmemekle 

birlikte değişen stres koşullarına bağlı olarak, değişen protein miktarlarından 

dolayı kuraklık stresi arttıkça CAT enzimini spesifik aktivitesinde değişmeler 

gözlenmiştir.  

Kuraklık stresi koşullarında büyütülen diğer bitkilerde test edilen  CAT aktivite 

analizlerine yönelik çalışmalarda mevcuttur. Jung ve diğ. (2004), Arabidopsis 

bitkisinde kuraklık stresi sonucu, genç yapraklarda CAT aktivitesinin azalma 

gösterdiği, yaşlı yapraklarda ise % 33 düzeyinde arttığı saptamıştır. Türkan ve 

diğ. (2005), kuraklık stresinin bitkide biyokimyasal değişimleri beraberinde 

getirdiğini ifade ederken, fasulye (Phaseolus vulgaris) ve tepary bean 

(Phaseolus acutifolius) türelerininde kuraklık stresi ile birlikte CAT aktivitesinin 

artış gösterdiğini bulunmuştur. Ayrıca, Reedy ve diğ. (2004) dut meyvesinde; 

Yong ve diğ. (2006) geven (Radix astragalia) türünde; Sanchez-Rodriguez ve 

diğ. (2010) domateste yaptıkları çalışmalarda kuraklık stresinin CAT enzim 

aktivitesinde artışa neden olduğuınu bildirmişlerdir. Araştırmacıların ortaya 

koymuş oldukları sonuçlar bu çalışmayla paralellik göstermektedir. 

 

PEG6000 konsantrasyonu, (% w/v) 
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Şekil 3.15. Artan kuraklık stresi koşullarında A. orientalis’in CAT miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

3.2.3. Kuraklık stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi üzerine etkisi 

Şekil 3.16 A. orientalis’in artan kuraklık stresi koşullarında MDA içeriğini 

göstermektedir. Buna göre, artan kuraklık stresinin A. orientalis’in MDA 

içeriğinde önemli bir değişikliğe neden olmadığı söylenebilir. MDA içeriğindeki 

en fazla artış %40 (w/v) PEG6000 varlığında belirlenmiştir. Bu durum bitki 

hücrelerindeki hasarın en fazla %40’lık (w/v) PEG6000’de olduğunu 

göstermektedir. Lanlan ve diğ. (2006) kuraklık stresinde MDA miktarında artış 

meydana geldiğini ifade etmiştir. Türkan ve diğ. (2005); Valentovic ve diğ. 

(2006) mısırda; El-Tayeb (2006) baklada yaptıkları çalışmalarda kuraklık 

stresinin bitkide MDA miktarında artışa neden olduğunu vurgulamışlardır. 

Literatürden elde edilen bulgular, çalışma bulgularıyla uyumludur. 

 
Şekil 3.16. Artan kuraklık stresi koşullarında A. orientalis’in MDA 

içeriğinin değişimi (MS: Kontrol) 

 

 

 

 

PEG6000 konsantrasyonu, (% w/v) 
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3.2.4. Kuraklık stresinin bitkinin H2O2 seviyesi üzerine etkisi 

Kuraklık stresinin bitkinin H2O2 içeriğine etkisi Şekil 3.17’de gösterilmiştir. 

Şekilde görüldüğü gibi, %5’lik (w/v) PEG6000 konsantrasyonundan itibaren 

bitkinin H2O2 içeriğinde artış gözlenmiştir. Ancak daha yüksek kuraklık 

şartlarında (%40 w/v PEG6000) bitkinin H2O2 seviyesinde dramatik artış 

belirlenmiştir. Benzer durum MDA içeriğinde de gözlenmiş olup bitkinin yüksek 

kuraklık şartlarında artan tahribatıyla ilgili olduğu düşünülmektedir. Bağcı 

(2010) nohut (Cicer arietinum L.) ile yaptığı çalışmada H2O2 içeriğinin 

kuraklık uygulaması nedeniyle önemli düzeyde arttığı tespit edilmiştir. 

 
Şekil 3.17. Artan kuraklık stresi koşullarında A. orientalis’in H2O2 

seviyelerinde gözlenen değişim grafiği 

3.2.5. Kuraklık stresi koşullarında yetiştirilen bitkinin elektroforetik 

analizleri 

Stres altında büyütülen bitkilerde SOD, POD ve CAT enzimlerinin zimogram 

analizleri gerçekleştirildi. Şekil 3.18 artan kuraklık stresi koşullarında bitkinin 

SOD enziminin zimogram analizini göstermektedir. Kuraklık stresinin artmasına 

bağlı olarak SOD izozim bantlarının keskinliğinde azalmalar gözlenmiştir. Bu 

bulgu, SOD aktivitesinin spektrofotometrik sonuçları ile uyumludur. 

 

 

 

PEG6000 konsantrasyonu, (% w/v) 
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Şekil 3.18. Artan kuraklık stresi koşullarında 

A. orientalis’in SOD aktivitesi için zimogram 

resmi. Şeklin üzerindeki rakamlar maruz 

bırakıldığı NaCl konsantrasyonunu ifade 

etmektedir 

A. orientalis’in artan kuraklık stres, koşullarındaki POD enzimi için yapılan 

zimogram analizi Şekil 3.19’da gösterilmektedir. Strese bağlı olarak POD 

aktivite şiddetinin değişmediği söylenebilir. Bu sonuç POD aktivitesinin 

spektrofotometrik sonuçları ile de uyumludur. 

 

Şekil 3.19. Artan kuraklık stresi 

koşullarında A. orientalis’in POD 

aktivitesi için gerçekleştirilen 

zimogram resmi 

CAT aktivitesinin zimogram analizi ise Şekil 3.20’de gösterilmektedir. Artan 

kuraklık stresi koşullarında da jel üzerinde CAT aktivitesi gözlenmiştir. Bu 

sonuç CAT aktivitesinin spektrofotometrik sonuçları ile de uyumludur. 

 

Şekil 3.20. Artan kuraklık stresi 

koşullarında A. orientalis’in CAT 

aktivitesi için gerçekleştirilen zimogram 

resmi 

 

 

 

    %40       %20          %10            %5 
(w/v) (w/v) (w/v) (w/v) 

        %40           %20          %10        %5 

(w/v) (w/v) (w/v) (w/v) 
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Son olarak kuraklık stresine maruz bırakılmış ve bırakılmamış protein profili 

SDS-PAGE analizi yapılarak incelenmiş ve Şekil 3.21’de gösterilmiştir. Şekil 

3.21’e göre; artan kuraklık stresi koşullarında 29 kDa’luk yeni bandın oluşumu 

gözlenmiştir ve bu bandın keskinliği %5 (w/v) PEG6000 konsantrasyonunda 

daha şiddetli olarak gözlenmiştir. Bunun yanı sıra şiddeti her bir kuraklık 

koşulunda farklı olmasına rağmen uygulanan tüm kuraklık stresleri 55 ve 40 

kDa’luk yeni protein bantlarının oluşmasına sebep olmuştur. Bu bulgu, kuraklık 

stresinin protein sentez mekanizmasını etkileyerek bazı proteinlerin üretilmesini 

uyardığına işaret etmektedir. 

 

Şekil 3.21. Kuraklık stresi koşullarında A. 

orientalis’in SDS-PAGE analizi. M:  Protein 

markör, 5, 10, 20 ve 40 numaralı kuyucuklar 

sırasıyla kontrol, %5 (w/v), %10 (w/v), %20 

(w/v) ve %40 (w/v) PEG6000 

konsantrasyonlarını ve MS kontrol örneği 

(kuraklık stresine maruz bırakılmayan) ifade 

etmektedir. Her kuyucuğa 15 μg protein 

yüklenmiştir 

 

 

 

 

55 kDa 

40 kDa 

29 kDa 
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3.3. UV Stresinin İncelenmesi 

3.3.1. UV stresinin bitkinin sürgün ve kök parametrelerine etkisi 

UV sadece epidermal değil aynı zamanda mezofil hücrelerine de olumsuz etki 

yaptığı bilinmektedir (Bornman ve diğ., 1983). UV radyasyonu, sürgün sayısı 

üzerinde önemli bir etki yapmadığı ancak kısa süreli UV-B uygulaması sürgün 

uzunluğunu arttırdığını göstermiştir (Şekil 3.22). Diğer yandan, Ravindran ve 

diğ. (2010) Indigofera tinctoria L. ile yaptığı çalışmada, UV-B radyon 

uygulanmasının artması sonucunda sürgün uzunluğu, taze ağırlık ve yaprak 

alanında azalmalar olduğunu saptamıştır.  Teramura ve Murali (1986) UV-B 

stresinin soya fasulyesinin büyümesini azalttığını tespit etmiştir. 

 

Şekil 3.22. UV uygulamalarının A. orientalis’in sürgün ve kök 

parametrelerine etkileri  

3.3.2. UV stresinin bitkinin antioksidan enzim aktiviteleri üzerine etkileri 

Antropojenik yaşam ozon tabakasındaki stratosferik ozonun azalmasına neden 

olmakta ve bu da ultraviyole ışınlarının yeryüzüne ulaşmasına neden olmaktadır. 

Bu stres faktörüne karşı bitkinin savunma mekanizmasının anlaşılması için 

SOD, POD ve CAT antioksidan enzimlerinin aktiviteleri incelenmiştir. SOD 

enzim aktivitesi değerleri Şekil 3.23’de gösterilmiştir.  
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Şekil 3.23. UV-B stresinin olmadığı (Kontrol) koşullarda (A) ve olduğu 

koşullarda (B-C) A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek üzere 

çizilen grafik 

Elde edilen tüm grafik denklemlerinden yararlanılarak her bir stres koşulu için 

SOD aktivitesi belirlenmiştir. Tüm stres koşulları için protein analizlerinden 

yararlanılarak oluşturulan ve aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik 

aktiviteyi (U/mg) içeren veriler Şekil 3.24’de verilmiştir. 
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Şekil 3.24. Artan UV-B stresi koşullarında A. orientalis’in SOD miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

Artan UV stresi, A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini (U/mL) ve protein 

değerini önemli ölçüde düşürmüş, bu durum da enzimin spesifik aktivitesinin 

azalmasına neden olmuştur. Elde edilen bulgu tesadüf değildir. Çünkü UV’nin 

aminoasitleri hedef alarak protein ve enzim yapılarında değişikliğe sebep olarak 

aktiviteleri üzerinde olumsuz etki gösterdikleri bilinmektedir (Hightoner ve diğ., 

1994). 

UV stresinin bitkinin POD enzim aktivitesi üzerine etkisini gösteren veriler 

Şekil 3.25’de verilmiştir. Artan UV stresi koşullarında A. orientalis’in POD 

aktivitesi (U/mL) ve protein miktarı (mg/mL) azalmıştır. Fakat buna bağlı olarak 

enzimin spesifik aktivitesinde artış gözlenmiş olup en fazla artış 15 dakikalık 

UV stres koşulunda kaydedilmiştir. Benzer bir şekilde, Yannarelli ve diğ. (2006) 

yaptığı çalışmada, UV-B radyasyonuna bağlı olarak POD spesifik aktivitesinde 

kontrole oranla artma olduğu rapor edilmiştir. 

 

Şekil 3.25. Artan UV-B stresi koşullarında A. orientalis’in POD miktarı 

ve aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

Artan UV stresi koşullarında bitkinin CAT enzim aktivitesinin değişimi Şekil 

3.26’da gösterilmiştir. Şekil 3.26’da görüldüğü gibi A. orientalis CAT 

aktivitesinde ve spektrofotometrik olarak ölçülen protein miktarında azalma 

gözlenmiş, buna bağlı olarak da enzimin artan UV-B stresi koşullarında spesifik 

UV, (dakika) MS 

UV, (dakika) 
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aktivite değerlerinde azalış tespit edilmiştir. Yannarelli ve diğ. (2006) yaptığı 

çalışmada UV-B stresinin  Arabidopsis thaliana'nın katalaz aktivitesinde bu 

çalışmaya benzer şekilde azalma gözlenmiştir.  

 
Şekil 3.26. Artan UV stresi koşullarında A. orientalis’in CAT miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

Spekrofotometrik analizler UV-B stresine maruz kalan bitkilerde süreye bağlı 

olarak SOD, POD ve CAT enzim aktivitelerinde azalma olduğu ortaya çıkmıştır. 

Diğer yandan, UV-B stresine 15 dakika maruz bırakılan bitkilerde bitki başına 

üretilen POD ve CAT miktarları strese karşı verilen tepki niteliğinde artmıştır. 

3.3.3. UV stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi üzerine etkisi 

Şekil 3.27 A. orientalis’in artan UV stresi koşullarında MDA içeriğini 

göstermektedir. Artan UV-B stresine bağlı olarak A. orientalis’in MDA 

içeriğinin de arttığı gözlenmiştir. MDA içeriğindeki en fazla artış 60 dakikalık 

UV stres koşulunda belirlenmiştir. Bu durum bitki hücrelerindeki hasarın en 

fazla 60 dakika UV uygulamasında olduğunu göstermektedir.  Benzer sonuçlar, 

Queiroz ve diğ. (1998) Coffea arabica, Bailly ve diğ. (1996)’nın ise Helianthus 

annuus ile yaptığı çalışmalarla vurgulanmıştır. 

 
Şekil 3.27. Artan UV-B stresi koşullarında A. orientalis’in MDA 

içeriğinin değişimi (MS: Kontrol) 

 

UV, (dakika) 

UV, (dakika) 

MS 
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3.3.4. UV stresinin bitkinin H2O2 seviyesi üzerine etkisi 

UV stresinin bitkinin H2O2 içeriğine etkisi Şekil 3.28’de gösterilmiştir. Buna 

göre, UV-B ışınına maruz kalma süresi arttıkça hücredeki H2O2 seviyesi de 

arttırmıştır. Artan UV-B stres koşullarında antioksidan enzimlerde gözlenen 

azalmanın H2O2 miktarında artışa sebep olduğu söylenebilir. 

 

Şekil 3.28. Artan UV-B stresi koşullarında A. orientalis’in H2O2 

seviyelerinde gözlenen değişim 

3.3.5. UV stresi koşullarında yetiştirilen bitkinin elektroforetik analizleri 

UV-B stresine farklı sürelerde maruz bırakılan bitkilerdeki SOD, POD ve CAT 

aktivitelerindeki değişim ayrıca elektrofotometrik olarak analiz edilmiştir. Şekil 

3.29 artan UV stresi koşullarında bitkinin SOD enziminin zimogram analiz 

sonucunu göstermektedir.  

 

Şekil 3.29. Artan UV stresi koşullarında 

A. orientalis’in SOD aktivitesi için 

gerçekleştirilen zimogram resmi. Şeklin 

üzerindeki rakamlar ise maruz bırakıldığı 

UV stresinin dakikasını ifade etmektedir 

UV stresinin artışına bağlı olarak SOD enzim aktivitesinde kontrol grubuna 

oranla süre artışına bağlı olarak spektrofotometrik azalma belirlenmiştir. Bu 

azalma jel üzerinde de doğrulanmıştır. SOD izozimlerinden Mn-SOD ve Cu/Zn-

SOD’lara ait bantların keskinliğinde stres artışına bağlı olarak azalma 

gözlenmiştir (Şekil 3.29).  

UV, (dakika) 
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A. orientalis’in artan UV stres koşullarındaki POD enzimi için zimogram analiz 

sonucu Şekil 3.30’da gösterilmektedir. Şekil 3.30’da da görüldüğü gibi 15 ve 30 

dakikalık UV-B ışınına maruz bırakılan bitkilerde POD aktivitesi jel üzerinde 

keskin olarak görülmekte, 60 dakika maruz bırakılan bitkilerde daha az 

yoğunlukta olmasına rağmen gözlemlenmiştir. 

                            

Şekil 3.30. Artan UV-B stresi 

koşullarında A. orientalis’in POD 

aktivitesi için gerçekleştirilen zimogram 

resmi (MS: Kontrol) 

CAT aktivitesinin zimogram analizi Şekil 3.31’de gösterilmektedir. Artan UV 

stresi koşullarında da spektrofotometrik analizde olduğu gibi jel üzerinde CAT 

aktivitesi gözlenmiştir. Bu bulgu CAT aktivitesinin spektrofotometrik sonuçları 

ile uyumludur. 

                               

Şekil 3.31. Artan UV stresi koşullarında A. 

orientalis’in CAT aktivitesi için 

gerçekleştirilen zimogram resmi (MS: 

Kontrol) 

Elektrofotometrik analizlerde son olarak UV-B stresine maruz bırakılmış ve 

bırakılmamış bitkinin protein profili irdelenmiştir. Şekil 3.32’de gösterildiği 

üzere proteinlere ait bantların keskinliği UV-B stresine maruz bırakılan süre 

arttıkça azalmıştır. 

 

 

          60            30            15                   
(Dak.) (Dak.) MS (Dak.) 

          60           30               15                   

(Dak.) (Dak.) (Dak.) MS 
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Şekil 3.32. UV stresi koşullarında A. 

orientalis’in SDS-PAGE analizi. M: Protein 

markör, 60, 30, 15 kuyucuklar sırasıyla 60, 30 

ve 15 dakika UV ışığına maruz bırakılan bitki 

örneklerini, MS kontrol örneği (UV stresine 

maruz bırakılmayan) ifade etmektedir. Her 

kuyucuğa 15 μg protein yüklenmiştir 

15 ve 30 dakikalık UV-B stresi koşullarında özellikle 29, 40, 50 ve 55 kDa’luk 

yeni protein bantlarının oluştuğu fakat bu bantların 60 dakikalık UV-B stres 

koşulunda tamamen kaybolduğu gözlenmiştir. Bu durum stresle baş etmek üzere 

bazı proteinlerin sentezinin uyarıldığı, ancak artan stres koşullarında proteinlerin 

yapısında meydana gelen bozulmalar sebebiyle UV-B stresi altında 

kaybolduklarını düşündürmektedir. 

3.4. Zn
+2

 Stresinin İncelenmesi 

3.4.1. Zn
+2

 stresinin bitkinin sürgün ve kök parametrelerine etkisi 

Deneylerden elde edilen sonuçlara göre kontrol grubuna oranla sürgün 

sayısındaki artış düşük konsantrasyonlardaki ilk üç uygulama grubunda (0,1, 0,5 

ve 1,0 mM) gözlemlenmiş bu konsantrasyonların üzerindeki seviyelerde (2,5, 5 

ve 10 mM) ise negatif yönde etkilenme ortaya çıkmıştır. Sürgün uzunluğuna en 

55 kDa 
50 kDa 

40 kDa 

29 kDa 
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olumlu etkiyi 0,5 mM ZnSO4 konsantrasyonu ile takviye edilen besi ortamı 

yapmıştır. 1,0 mM konsantrasyondan yüksek seviyelerde ise sürgün uzunluğu 

kontrole oranla azalmıştır (Şekil 3.33). Literatürde çinko stresinin, sürgün sayısı 

ve uzunluğu, kök sayısı ve uzunluğuna olan etkisine benzer bir çalışmanın 

bulunmaması bu çalışmada elde edilen bulgular literatürde ilk olacaktır. 

 
Şekil 3.33. ZnSO4 uygulamalarının A. orientalis’in sürgün ve kök 

parametrelerine etkileri 

3.4.2. Zn
+2

 stresinin bitkinin antioksidan enzim aktiviteleri üzerine etkileri 

Zn
+2

 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarının bitkinin fizyolojik ve 

biyolojik parametreleri üzerine etkileri spektrofotometrik olarak incelenmiştir. 

Artan Zn
+2 konsantrasyonlarından oluşan ağır metal stresi varlığında SOD enzim 

aktivite değerleri Şekil 3.34’de gösterilmiştir.  
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Şekil 3.34. Zn
+2

 stresinin olmadığı (Kontrol) (A) ve olduğu (B-F) 

koşullarda A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek üzere çizilen 

grafik 
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Elde edilen tüm grafik ve grafik denklemlerinden yararlanılarak her bir stres 

koşulu için SOD aktivitesi belirlenmiştir. Tüm stres koşulları için protein 

analizlerinden yararlanılarak oluşturulan ve aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve 

spesifik aktiviteyi (U/mg) içeren veriler Şekil 3.35’de verilmiştir. Artan Zn
+2

 

stresi A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini (U/mL) ve protein değerini önemli 

ölçüde düşürmüş, artan ağır metal stresi ile bitkinin spesifik aktivitesi ise 

azalmıştır. Tavallalı (2009) Pistacia vera L. ile yaptığı çalışmada benzer 

sonuçlar elde edilmiştir. Çinkonun yüksek konsantrasyonlarda enzim üzerinde 

göstermiş olduğu olumsuz etki enzimin doğal kofaktörü yerine geçerek 

aktiviteyi inhibe etmesi şeklinde açıklanabilir (Van Assche ve diğ., 1990). 

 
Şekil 3.35. Artan Zn

+2
 stresi koşullarında A. orientalis’in SOD miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim 

Zn
+2

 stresinin bitkinin POD enzim aktivitesi üzerine etkisini gösteren veriler 

Şekil 3.36’da verilmiştir. Artan Zn
+2

 stresi koşullarında A. orientalis’in POD 

aktivitesi en fazla 0,5 mM Zn
+2

 konsantrasyonunda düşmüş bunun dışındaki 

konsantrasyonlarda aktivite fazla değişikliğe uğramamış ve neredeyse 

değişmeden kalmıştır. Ancak çalışılan stres konsantrasyonlarında protein değeri 

de düştüğünden enzimin spesifik aktivite değeri artmıştır. Biber (Capsicum 

annuum L.) ile yapılan bir çalışmada çinko konsantrasyonunun artmasına bağlı 

olarak peroksidaz aktivitesinde azalma olduğunu saptanmıştır (Koç ve diğ., 

2012). Biberle karşılaştırıldığında Amsonia’nın çinkonun toksik etkisiyle baş 

edebilmesi bakımından daha başarılı olduğu düşünülmektedir. 

MS          0,1            0,5               1              2,5            5              10  
Zn+2 konsantrasyonu, mM 
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Şekil 3.36. Artan Zn
+2

 stresi koşullarında A. orientalis’in POD miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

Artan Zn
+2

 stresi koşullarında bitkinin CAT enzim aktivitesinin değişimi Şekil 

3.37’de gösterilmiştir. Şekil 3.37’de görüldüğü gibi A. orientalis CAT aktivitesi 

neredeyse değişmeden kaldığı halde spektrofotometrik olarak ölçülen protein 

miktarında kontrole oranla %50 oranında azalma olduğu için enzimin spesifik 

aktivite değeri %50 oranında artmıştır. Tavallalı (2009)’nın Pistacia vera L. ile 

yaptığı çalışma bu çalışma ile benzer sonuçlar elde etmiştir. 

 

Şekil 3.37. Artan Zn
+2

 stresi koşullarında A. orientalis’in CAT miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

3.4.3. Zn
+2

 stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi üzerine etkisi 

Şekil 3.38 A. orientalis’in artan Zn
+2

 stresi koşullarında MDA içeriğini 

göstermektedir. Artan Zn
+2

 stresi ile A. orientalis’in MDA içeriğinin dramatik 

olarak arttığı belirlenmiştir. MDA içeriğindeki en fazla artış 2,5 mM Zn
+2

 stres 

koşulunda belirlenmiştir. Bu durum bitki hücrelerindeki hasarın en fazla 2,5 mM 

Zn
+2

 uygulamasında olduğunu göstermekle birlikte tüm konsantrasyonların 

hücre hasarına etkisi olduğu görülmektedir.  

Zn+2 konsantrasyonu, mM 

 

Zn+2 konsantrasyonu, mM 

 

  Spesifik aktivite, Aktivite, 

aktivite 



 

59 
 

 

 

Şekil 3.38. Artan Zn
+2

 stresi koşullarında A. orientalis’in MDA içeriğinin 

değişimi (MS: Kontrol) 

3.4.4. Zn
+2

 stresinin bitkinin H2O2 seviyesi üzerine etkisi 

Zn
+2

 stresinin bitkinin H2O2 içeriğine etkisi Şekil 3.58’de gösterilmiştir. Artan 

Zn
+2

 stresi koşularında bitkinin H2O2 içeriği de artmış, en şiddetli artış 5 ile 10 

mM Zn
+2

 konsantrasyonlarında belirlenmiştir. Stres koşullarının artışına bağlı 

olarak antioksidan enzim üretiminde gözlenen azalmaların, bitkinin H2O2 

miktarında artışa sebep olduğu düşünülmektedir.  Benzer sonuçlar, Koç 

(2012)’un  Biber (Capsicum annuum L.) ile yaptığı çalışmada, artan çinko stresi 

koşullarına bağlı olarak H2O2 miktarında gözlenen artış şeklinde rapor edilmiştir. 

 

Şekil 3.39. Artan Zn
+2

 stresi koşullarında A. orientalis’de gözlenen 

H2O2 değişimi 

3.4.5. Zn
+2

 stresi koşullarında yetiştirilen bitkinin elektroforetik analizleri 

Şekil 3.40 artan Zn
+2

 stresi koşullarında bitkinin SOD enziminin zimogramını 

göstermektedir. Zn
+2

 stresinin artışı ile SOD enzim aktivitesinin kontrole göre 

spektrofotometrik olarak azaldığı belirlenmiştir. Bu azalma jel üzerinde de 

gözlenmiş olup, Şekil 3.40’da en şiddetli azalmanın 10 mM Zn
+2

 stresi 

koşulunda olduğu belirlenmiştir. 

Zn+2 konsantrasyonu, mM 

 

    MS           0,1            0,5               1              2,5            5              10  

Zn+2 konsantrasyonu, mM 
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Şekil 3.40. Artan Zn
+2

 stresi koşullarında A. 

orientalis’in SOD aktivitesi için 

gerçekleştirilen zimogram resmi. Şeklin 

üzerindeki rakamlar ise maruz bırakıldığı Zn
+2

 

stresinin konsantrasyonunu ifade etmektedir 

A. orientalis’in artan Zn
+2

 stres koşullarındaki POD enzimi için zimogram 

analizi Şekil 3.41’de gösterilmektedir. POD analizlerinin spektrofotometrik 

analizleri sonucu artan Zn
+2

 konsantrasyonları varlığında enzimin aktivitesinin 

neredeyse değişmeden korunduğu gözlenmiştir. Bu sonuçlar enzimin jel 

üzerindeki aktivitesi ile de uyumludur.  

                        

Şekil 3.41. Artan Zn
+2

 stresi koşullarında 

A. orientalis’in POD aktivitesi için 

gerçekleştirilen zimogram resmi. Şeklin 

üzerindeki rakamlar ise maruz 

bırakıldığı Zn
+2

 stresinin 

konsantrasyonunu ifade etmektedir. 

(MS: Kontrol) 

CAT aktivitesinin zimogram analizi Şekil 3.42’de gösterilmektedir. Artan Zn
+2

 

stresi koşullarında da spektrofotometrik analizde olduğu gibi jel üzerinde CAT 

aktivitesi gözlenmiştir. Bu sonuçlar enzimin jel üzerindeki aktivitesi ile de 

uyumludur. 

 

 

 

 

 
10           5       2,5        1           0,5       0,1               

 mM  mM  mM  mM  mM  mM MS 
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Şekil 3.42. Artan Zn
+2

 stresi koşullarında A. 

orientalis’in CAT aktivitesi için 

gerçekleştirilen zimogram resmi. Şeklin 

üzerindeki rakamlar ise maruz bırakıldığı 

Zn
+2

 stresinin konsantrasyonunu ifade 

etmektedir. (MS: Kontrol) 

Zn
+2

 stresine maruz bırakılmış ve bırakılmamış bitkinin protein profili SDS-

PAGE analizi ile de ayrıca incelenmiştir. Şekil 3.43, Zn
+2

 stres konsantrasyonu 

arttıkça bantların keskinliğinin azaldığını göstermektedir. Ayrıca 0,1, 0,5 ve 1 

mM Zn
+2

 konsantrasyonlarında gözlenen 45 kDa’luk bant, 2,5, 5, 10 mM Zn
+2

 

konsantrasyonlarında gözlenebilirliğini yitirmiştir. Benzer şekilde, 0,1, 0,5, 1, 

2,5 mM Zn
+2

 konsantrasyonlarında gözlenen 55 kDa’luk bant 5 ve 10 mM Zn
+2

 

konsantrasyonlarında gözlenebilirliğini yitirmiştir. Son olarak, 0,1, 0,5, 1, 2,5 ve 

5 mM Zn
+2

 konsantrasyonlarında gözlenen 50 kDa’luk bant ise 10 mM Zn
+2

 

varlığında gözlenebilirliğini yitirmiştir. Bu bulgular, çinko stresinin proteinlerin 

konsantrasyon artışına bağlı olarak yapılarını bozduğuna işaret etmektedir. Daha 

önceden de belirtildiği üzere divalent katyon olarak çinko atomu yüksek 

miktarlarda enzimin kofaktörünün yerine geçerek protein aktivitesini olumsuz 

yönde değiştirebilmektedir (Van Assche ve Clijle, 1990). 

 

 

 
10           5           2,5          1      0,5             0,1             

 mM  mM  mM  mM  mM  mM   MS 
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Şekil 3.43. Zn
+2

 stresi koşullarında A. 

orientalis’in SDS-PAGE analizi. M: Protein 

markör, 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,1 numaralı 

kuyucuklar sırasıyla 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,1 mM 

Zn
+2

 konsantrasyonlarını, MS kontrol örneği 

(Zn
+2

 stresine maruz bırakılmayan) ifade 

etmektedir. Her kuyucuğa 15 μg protein 

yüklenmiştir 

3.5. Mo
+6

 Stresinin İncelenmesi 

3.5.1. Mo
+6

 stresinin bitkinin sürgün ve kök parametrelerine etkisi 

Deneylerden elde edilen sonuçlara göre yüksek konsantrasyonlardaki molibden 

uygulamaları, özellikle 2,5 mM seviyesinin üzerindeki derişimlerde ortalama 

sürgün sayısına olumsuz etki yapmıştır. Bu konsantrasyondan düşük seviyedeki 

değerler ise sürgün sayısı üzerinde olumlu etkiye sahiptir. Besi ortamına eklenen 

0,1 mM konsantrasyondaki molibden sürgün uzunluğunu artırmıştır. Bu olumlu 

etkinin gözlemlendiği konsantrasyon 25 kat arttırıldığında yani 2,5 mM 

konsantrasyonda ise molibden stresinin etkilerinin ortaya çıktığı görülmektedir. 

Kök sayısı parametresinde denenen tüm konsantrasyonlar olumsuz etki 

yapmıştır. Bu nedenle bitkinin kök sisteminin molibden stresine karşı dirençsiz 

olabileceği düşünülmektedir. En düşük konsantrasyon olan 0,1 mM uygulaması 

kök uzunluğunu az da olsa artırmış fakat bunun üzerindeki seviyeler kök 

uzunluklarının ortalamasını önemli derecede düşürmüştür. Özellikle 5 ve 10 mM 

konsantrasyonlarda kök gelişimi görülmemektedir (şekil 3.44).  

55 kDa 

50 kDa 
45 kDa 

 10        5      2,5    1       0,5   0,1 M MS 
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Şekil 3.44. Na2MoO4 uygulamalarının A. orientalis’in sürgün ve kök 

parametrelerine etkileri 

3.5.2. Mo
+6

 stresinin bitkinin antioksidan enzim aktiviteleri üzerine etkisi 

Molibden’in 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarının bitkinin 

fizyolojik ve biyolojik parametreleri üzerine etkileri incelenmiştir. Artan Mo
+6

 

konsantrasyonlarından oluşan ağır metal stresi varlığında SOD enzim aktivitesi 

değerleri Şekil 3.45’de gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 3.45. Mo
+6 

stresinin olmadığı (Kontrol) (A) ve olduğu (B-C) koşullarda 

A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek üzere çizilen grafik 
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Şekil 3.45. (Devam) Mo
+6 

stresinin olmadığı (Kontrol) (A) ve olduğu (B-C) 

koşullarda A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek üzere çizilen 

grafik 

Elde edilen tüm grafik denklemlerinden yararlanılarak her bir stres koşulu için 

SOD aktivitesi belirlenmiştir. Tüm stres koşulları için protein analizlerinden 

y = -0,0284x + 99,87
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yararlanılarak oluşturulan aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik 

aktiviteyi (U/mg) içeren veriler Şekil 3.46’da verilmiştir. 

 

Şekil 3.46. Artan Mo
+6

 stresi koşullarında A. orientalis’in SOD miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim 

Artan Mo
+6

 stresi 5 mM konsantrasyona kadar A. orientalis’in SOD enzim 

aktivitesini değiştirmese de çalışılan ağır metal konsantrasyonlarında bitkinin 

spektrofotometrik protein miktarında kontrole göre önemli ölçüde (%44-%66) 

azalmalar gözlenmiştir. Bu azalmalar enzimin çalışılan Mo
+6

 

konsantrasyonlarında enzimin spesifik aktivitesinde artışlara neden olmuştur. 

SOD enzimindeki en önemli düşüş %66 olarak 10 mM Mo
+6

 varlığında 

gözlenmiştir. Benzer şekilde, Triticum aestivum ile yapılan çalışmada, Mo
+6 

stresinin SOD aktivitesinde artışa sebep olduğu gözlemlemiştir. 

Artan Mo
+6

 stresinin bitkinin POD enzim aktivitesi üzerine etkileri Şekil 3.47’de 

gösterilmiştir. Artan Mo
+6

 stresi koşullarında A. orientalis’in POD aktivitesi en 

fazla 0,1 mM Mo
+6

 konsantrasyonunda artmış olup (%127), en düşük aktivite ise 

2,5 mM Mo
+6

 konsantrasyonunda belirlenmiştir (%70). Enzim aktivitesi yüksek 

Mo
+6

 konsantrasyonlarından etkilenmemiştir. Fakat, 0,5, 1,0, 2,5, 5 ve 10 mM 

Mo
+6

 konsantrasyonları varlığında spektrofotometrik olarak ölçülen protein 

miktarları sırasıyla %39, %20, %39, %20 ve %52 azaldığı için spesifik aktivite 

değeri en fazla 10 mM Mo
+6

 konsantrasyonunda belirlenmiştir. Benzer sonuç, 

Wu (2014)’nun Triticum aestivum ile yaptığı çalışmada da gözlemlenmiştir. 

 

Mo
+6 

konsantrasyonu, (mM) 

 
(mg/mL) 
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Şekil 3.47. Artan Mo
+6

 stresi koşullarında A. orientalis’in POD miktarı ve 

aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

Artan Mo
+6

 stresi koşullarında bitkinin CAT enzim aktivitesinin değişimi Şekil 

3.48’de gösterilmiştir. Kontrol grubuna oranla 0,5 mM molibden stresi altında 

gelişen bitkinin CAT aktivitesinde en yüksek artış gözlenmiştir. CAT 

aktivitesinde gözlenen artış benzer şekilde molibden varlığında büyütülen 

Brassica oleracea’de de gözlenmiştir (Kumcahai ve diğ., 2013). 

 
 

Şekil 3.48. Artan Mo
+6

 stresi koşullarında A. orientalis’in CAT miktarı 

ve aktivitesinde gözlenen değişim (MS: Kontrol) 

3.5.3. Mo
+6

 stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi üzerine etkisi 

Şekil 3.49 A. orientalis’in artan Mo
+6

 stresi koşullarında MDA içeriğini 

göstermektedir. Artan Mo
+6

 stresi ile A. orientalis’in MDA içeriğinin de arttığı 

belirlenmiştir. Bu durum bitki hücrelerindeki hasara tüm Mo
+6

 

konsanrasyonlarının sebep olduğunu göstermektedir.  

 

Mo
+6 

konsantrasyonu, (mM) 

Mo
+6 

konsantrasyonu, (mM) 

C
A

T
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Şekil 3.49. Artan Mo
+6

 stresi koşullarında A. orientalis’in MDA içeriğinin 

değişimi 

3.5.4. Mo
+6

 stresinin bitkinin H2O2 seviyesi üzerine etkisi 

Mo
+6

 stresinin bitkinin H2O2 içeriğine etkisi Şekil 3.50’de gösterilmiştir. Artan 

Mo
+6

 stresi koşularında 0,1 mM Mo
+6 ile bitkinin H2O2 içeriği artmış ve en 

şiddetli artış 5 ila 10 mM Mo
+6

 konsantrasyonlarında belirlenmiştir. 

 

Şekil 3.4. Artan Mo
+6

 stresi koşullarında A. orientalis’de gözlenen H2O2 

değişimi 

3.5.5. Mo
+6

 stresi koşullarında yetiştirilen bitkinin elektroforetik analizleri 

Şekil 3.51 artan Mo
+6

 stresi koşullarında bitkinin SOD aktivitesinin zimogramını 

göstermektedir. Mo
+6

 stresinin artışı ile Fe-SOD izoenzim aktivitesini ifade eden 

bandın keskinliğinin azaldığı görülmüştür. Bu sonuç spektrofotometrik sonuçla 

benzerlik göstermektedir. 

 

 

 

Mo
+6 

konsantrasyonu, (mM) 

Mo
+6 

konsantrasyonu, (mM) 
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Şekil 3.5. Artan Mo
+6

 stresi koşullarında A. 

orientalis’in SOD aktivitesi için 

gerçekleştirilen zimogram resmi. Şeklin 

üzerindeki rakamlar ise maruz bırakıldığı Mo
+6

 

stresinin konsantrasyonunu ifade etmektedir 

A. orientalis’in artan Mo
+6

 stres koşullarındaki POD enzimi için yapılan 

zimogram sonucu Şekil 3.52’de gösterilmektedir. POD analizlerinin 

spektrofotometrik analizleri sonucu artan Mo
+6

 konsantrasyonları varlığında 

enzimin aktivitesinde azalmaya neden olmadığı, hatta özellikle 0,1 mM Mo
+6

 

stres koşulunda enzim aktivitesinin kontrole göre %127’ye çıktığı belirlenmiştir. 

Bu sonuçlar enzimin jel üzerindeki aktivitesi ile de uyumludur. Artan Mo
+6

 stresi 

koşullarında enzimin jel üzerindeki bantlarının keskinliğinde değişiklik 

gözlenmemiştir. 

 

Şekil 3.6. Artan Mo
+6

 stresi koşullarında A. 

orientalis’in POD aktivitesi için 

gerçekleştirilen zimogram resmi. Şeklin 

üzerindeki rakamlar ise maruz bırakıldığı Mo
+6

 

stresinin konsantrasyonunu ifade etmektedir. 

(MS: Kontrol) 

CAT aktivitesinin zimogram analizi Şekil 3.53’de gösterilmektedir. Artan Mo
+6

 

stresi koşullarında CAT aktivitesi jel üzerinde tüm konsantrasyonlarda aynı 

yoğunlukta gözlenmiştir. Bu sonuçlar enzimin spektrofotometrik analiz 

sonuçları ile de uyumludur. 

 

  10          5            2,5        1         0,5             0,1 

mM mM mM mM mM MS mM 
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Şekil 3.7. Artan Mo
+6

 stresi koşullarında A. 

orientalis’in CAT aktivitesi için 

gerçekleştirilen zimogram resmi. Şeklin 

üzerindeki rakamlar ise maruz bırakıldığı 

Mo
+6

 stresinin konsantrasyonunu ifade 

etmektedir. (MS: Kontrol) 

Mo
+6 stresine maruz bırakılmış ve bırakılmamış bitkinin protein profili SDS-

PAGE yöntemiyle analiz edilmiştir. Son olarak molibden stresi, bazı protein 

bantların molibdenin yüksek konsantrasyonlarında keskinliklerinin azaldığı 

gözlenmiştir. Örneğin, MS, 0,1, 0,5, 1 ve 2,5 mM Mo
+6

 stres koşullarında 

gözlenen 37 kDa’luk protein bandının 5 ve 10 mM Mo
+6

 mM stres koşulunda 

gözlenmediği belirlenmiştir. Bu sonuç spektrofotometrik sonuç ile benzerlik 

göstermektedir. 

                          

Şekil 3.8. Mo
+6 

stresi koşullarında A. orientalis’in 

SDS-PAGE analizi. M: Protein markör, 10, 5, 

2,5, 1, 0,5, 0,1 numaralı kuyucuklar sırasıyla 10, 

5, 2,5, 1, 0,5, 0,1 mM Mo
+6

 konsantrasyonlarını, 

MS kontrol örneği  (Mo
+6

 stresine maruz 

bırakılmayan) ifade etmektedir. Her kuyucuğa 

15μg protein yüklenmiştir  

10       5       2,5           1          0,5        0,1 

mM mM mM mM mM mM MS 

  mM  mM  mM   mM  mM  mM 
  mM  mM  mM   mM  mM  mM   mM  mM  mM   mM  mM  mM   0,1          0,5     1       2,5       5       10 

 

37 kDa 

20 kDa 

22 kDa 
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4. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Genel olarak bitkiler yaşamları boyunca tuzluluk, kuraklık, kirlilik, sıcak, soğuk 

gibi benzer birçok faktörle karşılaşmakta normal büyümeleri ve gelişimleri 

olumsuz yönde etkilenmektedir. Bu koşullarda bitkilerde meydana gelen 

değişiklikler stres olarak tanımlanmaktadır. Tıbbi ve ekonomik öneme sahip 

Amsonia orientalis bitkisi bu stres koşullarından önemli derecede 

etkilenmektedir. Neslinin tükenme tehlikesi bulunan bitkinin stres koşullarıyla 

baş edebilme yollarından biri olan antioksidan enzimlerindeki değişimler, MDA 

ve H2O2 miktarındaki değişimler araştırılmıştır. 

Artan tuzluluk stresi koşullarında yetiştirilen bitkinin, halofit bitki olmamasına 

rağmen hafif tuzluluk (25 mM NaCl) koşullarında bitki ağırlığında artış 

gözlenmiş olup, tuzluluk stresinin artmasıyla birlikte gelişimi olumsuz yönde 

etkilenmiştir. Tuz stresinin artmasıyla protein miktarında azalmalar meydana 

gelmiştir. SOD aktivitesinde kontrol grubuna oranla en dramatik artış 50 mM 

NaCl konsantrasyonunda gözlemlenmiş olup, bu konsantrasyondan sonra stresin 

artmasını takiben SOD aktivitesinin azaldığı kaydedilmiştir. Stresin artmasıyla 

birlikte POD aktivitesinin de arttığı ancak 125 ve 150 mM NaCl 

konsantrasyonlarında kontrol grubuna oranla azaldığı tespit edilmiştir. CAT 

aktivitesi en yüksek değere 50 mM NaCl konsantrasyonunda ulaşmış olup stres 

konsantrasyonun artmasıyla azaldığı tespit edilmiştir. MDA ve H2O2 seviyeleri 

tuz stresi koşullarının artışına bağlı olarak artış göstermiştir. 

Kuraklık stresi dünya çapında başta tarla bitkileri olmak üzere bitki üretimini 

engelleyen başlıca stres faktörüdür. Çalışmada kuraklık stresinin bitkinin kök ve 

sürgün gelişimin olumsuz yönde etkilediği, en düşük sonuçların en yüksek 

konsantrasyonlarda elde edildiği gözlendi. SOD aktivitesi tüm kuraklık stresi 

koşullarında kontrol grubuna oranla artmıştır. CAT ve POD aktivitesi ile MDA 

ve H2O2 miktarları tüm kuraklık stresi koşullarında kontrol grubundan yüksek 

çıkmıştır. 
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Bu çalışmada SOD aktivitesinin tüm UV-B streslerinde kontrol grubuna oranla 

arttığı gözlemlendi. POD aktivitesinde de benzer sonuçlar elde edilmiştir. CAT 

aktivitesinde ise en yüksek artış 15 dakika UV-B stresinde meydana gelmiştir. 

MDA ve H2O2 miktarlarında tüm UV-B streslerinde artış gözlenmiştir. 

Yapılan bu çalışmada düşük seviyelerdeki Zn
+2

 stresinin bitkinin sürgün saysının 

artmasına neden olurken yüksek seviyelerde negatif etkilediği ortaya çıkmıştır. 

Zn
+2 

stresine maruz kalan bitkinin protein değerleri önemli oranla düşmüş ve 

SOD aktivitesi azalmıştır. POD ve CAT spesifik aktiviteleri ile MDA ve H2O2 

miktarı artmıştır. 

Mo
+6

 stresine bağlı olarak 2,5 mM seviyesinin üzerindekiler ortalama sürgün 

sayısını olumsuz yönde etkilemiştir. Mo
+6

 stresinin tüm konsantrasyonlarında 

kök uzunluğu olumsuz etkilenmiştir. Artan Mo
+6

 stresi 5 mM konsantrasyona 

kadar SOD enzim aktivitesini değiştirmemiş olup, protein miktarında önemli 

ölçüde azalmalar gözlemlenmiştir. POD ve CAT aktivitelerinin stres koşulunun 

artmasına bağlı olarak arttığı kaydedilmiştir. Artan Mo
+6

 stresi koullarına bağlı 

olarak MDA ve H2O2 miktarları da artmıştır. 

Sonuç olarak, Amsonia orientalis bitkisinin karşılaşabileceği temel streslere 

verdiği tepkiler aydınlatılmış olup, bu bilgiler ışığındabitkinin popülasyon 

yoğunluğunun arttırılmasına yönelik yeni çalışmalar yürütülebilir. 
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EK-A 

Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

0,6 g Coomassie Blue G-250, 1 litre %2’lik (v/v) perklorik asitte çözülür. 

Çözelti kaba süzgeç kağıdından geçirilir. Siyah şişede muhafaza edilir. Bu 

süzüntüden bir öiktar alınarak 469 nm’de okuma yapılır. Okunan değer 1,3-1,5 

arasında olmalıdır. 

Tüm protein tayinlerinde Bovine Serum Albumin (BSA) kullanılarak standart 

eğri oluşturulur. Değişik konsantrasyonlarda BSA örnekleri hazırlanır ve 

kullanılacak tayin yöntemi bu örneklere uygulanarak standart eğri elde edilir. 

BSA Kalibrasyon Grafiğinin Hazırlanması 

10 mg BSA 10 mL suda çözülür ve bu çözeltiden 1 mL alınır ve 9 mL su ilave 

edilir. Bu çözelti uygun oranlarda dH2O ile karıştırılarak standart grafik için 

örnekler hazırlanır. 

Tablo A.1. BSA kalibrasyon grafiği için örnek hazırlanması 

 
Blank 

Örnek-

1 

Örnek-

2 

Örnek-

3 

Örnek-

4 

Örnek-

5 

dH2O (mL) 2 1,9 1,8 1,7 1,6 1,5 

BSA stok 

çözeltisi (mL) 
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 

Hazırlanan 

çözeltinin 

konsantrasyonu 

(µL/mL) 

 5 10 15 20 25 

Hazırlanan örneklerin her birinden 1 mL tüplere alınır ve üzerine  1 mL 

renklendirme çözeltisi ilave edilir. Karışımlar 595 nm dalga boyunda, 

spektrofotometrede ölçülür. BSA konsantrasyonuna karşı okunan absorbans 

değerleri çizilerek standart grafik oluşturulur. 
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EK-A (Devam) 

 

Şekil A.1. BSA kalibrasyon grafiği 

 

  

 
5

9
5 

 

BSA Konsantrasyonu, (µg/mL) 
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EK-B 

SDS-PAGE Jel Solüsyonlarının Hazırlanması 

Tablo B.1. SDS-PAGE jel solüsyonları 

 
Ayırma 

jeli 
 

Sabitleme 

jeli 

Jel oranı (%) 12 Jel oranı (%) 4 

H2O (mL) 3,3 H2O (mL) 3 

1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 

(mL) 
2,5 

0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 

(mL) 
1,25 

%30 Poliakrilamid (mL) 4 %30 Poliakrilamid (mL) 0,675 

%10 SDS (mL) 0,1 %10 SDS (mL) 0,05 

%10 Amonyum persulfat 

(mL) 
0,1 

%10 Amonyum persulfat 

(mL) 
0,05 

TEMED (mL) 0,005 TEMED (mL) 0,005 

Toplam hacim (mL) 10  Toplam hacim (mL) 5 

 

  



 

86 
 

EK-C 

Gümüş Boyama Solüsyonarının Hazırlanması 

Tablo C.1. Gümüş boyama solüsyonları 

1. Solüsyon 
%50 (v/v) H2O + %40 (v/v)  ETOH + 

%10 (v/v)  Asetik asit 

2. Solüsyon %30 (w/v)  ETOH 

3. Solüsyon %0,02 (w/v) Na2S2O3 

4. Solüsyon 
100 mM (w/v) AgNO3 + %0,2 (v/v)  

Formaldehit 

5. Solüsyon 
%2 Na2CO3 (w/v) + %0,4 (v/v)  

Formaldehit 

6. Solüsyon %5 (v/v) Asetik Asit 

7. Solüsyon %1 (v/v)  Asetik Asit 

Gümüş Boyama Protokolü 

30 dakika 1. solüsyonda bekletilir. Ardından, 20 dakika 2. solüsyonda bekletilir. 

1 dakika 3. solüsyonla yıkanır. 30 saniye su ile yıkama işlemi uygulanır. 20 

dakika 4, solüsyon ile muamele edilir. 3 kere 15 saniye boyunca su ile yıkama 

yapılır. Bantlar görünene kadar solüsyon 5 uygulanır. Reaksiyonu durdurmak 

için solüsyon 6 kullanılır. 7. solüsyonda muhafaza edilmek üzere saklanır. 
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