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TUKENME TEHLIKESI ALTINDAKI MAVI YILDIZ “Amsonia orientalis”
BITKISININ STRES PROTEINLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Amsonia orientalis Decne. (Apocynaceae), diinyada sadece Tirkiye’nin kuzeybatisi
ve Yunanistan’imn kuzeydogusu olmak iizere son derece dar bir alanda yayilis
gosteren, nadir ve tlikenme tehdidi altinda olan bir bitki tliriidiir. Nesli tiikenmekte
olan bu bitkinin biinyesinde, Apocynaceae familyasinin diger birgok iiyesi gibi tibbi
ve ekonomik dneme sahip ¢ok sayida glikozitler ve glikoalkaloitler bulundurdugu
bilinmektedir. Yapisinda tibbi agidan genis bir spektrumda kullanilmasi muhtemel
fenolik maddeleri bulunduran; ancak dar bir alanda yayilis gosteren “Mavi yildiz”
bitkisinin {ilkemizde bulunmasi Onemlidir. Bu calismada kuraklik, agir metal
kirliligi, tuzluluk ve radyasyon gibi strese sebep olan abiyotik faktorlerin A.
orientalis tizerindeki etkilerini arastirllmak tizere, antioksidan enzimlerinin (katalaz,
peroksidaz, siiperoksit dismutaz) biyokimyasal 6zellikleri, MDA (Malondialdehit) ve
hidrojen peroksit (H,0,) igerigi elektrofotometrik ve spektrofotometrik olarak analiz
edilmistir. Sonug olarak, tuz stresinin SOD, POD ve CAT aktivitesinin kontrol
grubuna oranla arttig1, en fazla artisin 75 mM ve 50 mM NaCl varliginda oldugu
saptanmistir. Kuraklik stresinde ise CAT, POD ve SOD spesifik aktivitesinin kontrol
grubuna oranla yiiksek ¢iktigi tespit edilmistir. UV-B stresinde ise SOD ve POD
aktivitesinin kontrol grubuna oranla arttigi, CAT aktivitesindeki en fazla artig 15
dakika UV-B stresinde meydana geldigi gériilmiistiir. Zn*? stresinde ise bitkinin
SOD aktivitesi digmiis, CAT ve POD aktivitesi ise arttigi gozlenmistir. Mo™®
stresinde ise SOD enzim aktivitesi degismemis olup, CAT ve POD aktivitesi
artmistir. Tiim stres kosullarinda bitkinin MDA ve H,O;, miktarlar1 kontrol grubuna
oranla yiiksek ¢cikmustir.

Anahtar Kelimeler: Amsonia orientalis, Antioksidan Enzimleri, Bitkilerde Stres,
Reaktif Oksijen Tiirleri.



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 (H,0,)
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 NacCl. 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*?stress, SOD activityof the plant decreased and CAT and
POD activity increased. In Mo*® stress, SOD enzyme activitywas unchanged, CAT
and POD activity increased. In all stress conditions, MDA and H,0, contents of the
plant were higher than control group.

Keywords: Amsonia orientalis, Antioxidant Enzymes, Stress on Plants, Reactive
Oxygen Species.



GIRIS

Tiirkiye, Avrupa tilkelerinin toplam alaninin on beste biri kadar bir alana sahip
olmasma ragmen, Avrupa’da yaklasik toplam 12000 adet egrelti ve tohumlu
bitki ile 2750 adet endemik tiir varken, bu say1 tilkemizde 9000 civarinda olup
bunlardan yaklagik 3000 adedi sadece iilkemizde bulunmaktadir. Floramizda
bulunan bitkilerin tehlike kategorilerine gore dagilimima bakildiginda toplamda
4600 takson bir tehlike kategorisindedir. Bu say1 iilkemiz florasindaki toplam
takson sayisinin yaklasik yarisina denktir ve bu durum iilkemizde koruma

caligmalarina duyulan ihtiyaci ortaya ¢gikarmaktadir (Ekim ve dig., 2000).

Amsonia orientalis parlak mavi-mor ¢ig¢eklere sahip ¢igek durumundan dolayi
Bat1 Avrupa ve Amerika'daki bahgelerde siis bitkisi olarak da kullanilir. Amsonia
tiirleri diger Apocynaceae (Zakkumgiller) familyasi iiyeleri gibi lateksli gdvdeye
sahiptir. Nerium gibi kimi akrabalarinin lateksi zehirli alkaloitlere sahip olsa da
Amsonia tiirlerinin lateksi nisbeten zehirsizdir. Bu lateksin insanlara kars1 zararli
oldugu bilinmektedir. Fakat bitkinin geyik ve diger memeliler tarafindan
yenmesine engel olmaktadir. Bu durum da bitkinin bahgelerde, peyzaj
diizenlemelerinde kullanilmasinda avantaj saglar (Darke ve dig., 2005). A.
orientalis {lizerine yapilan bir ¢alismada 6 yeni flavonoid glikozit izole edilmistir

ve bu bilesiklerin kimyasal yapilari tanimlanmistir (Itoh ve dig., 2002).

Flavonoidler dogada bir¢ok bitkide yaygin olarak bulunan diisiik molekiil
agirlikli fenolik bilesiklerdir. Bu gruba dahil olan glikozitler (flavonoid
glikozitler) kardiyovaskiiler sistem diizenleyicileri olarak c¢ok eskiden beri
kullanilmaktadir. Flavonoidlerle in vivo ve in vitro olarak yapilan ¢aligmalar
bunlarin kansere kars1 koruyucu bircok mekanizmada rol oynadigin1 gostermistir
(Acemi ve dig., 2017). Bunlar; 0strojenik/antidstrojenik  aktivite,
antiproliferasyon, hiicre siklusunun durdurulmasi ve apoptozisin indiiksiyonu,
oksidasyonun engellenmesi, immun sistemin diizenlenmesi ve hiicre i¢i sinyal
iletimindeki degisikliklerdir (Atasever ve dig., 2003). Bu baglamda A.

orientalis’in flavonoid igeriginin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.
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A. orientalis, basta abiyotik stres sartlari (tuzluluk, kuraklik, besin elementlerinin
eksiklik veya fazlaliklari, agir metaller, hava kirliligi, radyasyon gibi) ve biyotik
faktorler (hastalik olusturan mantar, bakteri, viriis vb. ve zararlilar) olmak {izere
cesitli nedenlerle yeryliziinde giderek tiikenmektedir. Bu faktorler, bitkinin
biiyiime ve gelismesinde olumsuzluklara, bunlara bagl olarak verim disiikligii
ile sonuglanan bir dizi gerilemeye neden olmaktadir. Bu ¢alismada bitkinin stres
sartlarina verdigi tepkilerin aratirilarak, bitkinin populasyon yogunlugunun

arttirilmasi ve tiim canli yasaminin garanti altina alinmasi1 hedeflenmistir.



1. GENEL BiLGIiLER
1.1. Bitkilerdeki Stres Etmenleri

Bitkiler, optimum gelisimlerini kendileri i¢in en uygun olan ortamlarda
gosterirler. Normal metabolizma isleyisine bagli olarak, bitkiler giinliik ve
mevsimlik degisimler etkisiyle biiylimelerine devam etmelerine karsin,
beklenmedik bir zaman diliminde ve herhangi bir etmenin stirekli veya aralikli
olarak etkisine maruz kalmalar1 sonucunda, gelismelerini ve hayatta kalmalarini
etkileyecek hastaliklar ve fizyolojik degisimler meydana gelebilmektedir. Bitki
icin elverissiz olan bu sartlara sebep olan faktorlere ‘stres’ adi verilmektedir.
Bitkilerdeki stres etmenleri, “abiyotik faktorler” ve “biyotik faktorler” olmak
izere iki c¢esittir. Bu stres faktorleri, bitki yasaminin herhangi bir déneminde
ortaya ¢ikarak, bitki bilylimesini ve gelismesini etkileyen, farkli bitki tiirlerinde
farkli etkiler ortaya ¢ikmasina neden olan ¢evresel etmenlerdir. Dogadaki ¢ok
cesitli biyotik ve abiyotik ¢evre etmenleri bitkilerde strese neden olmaktadirlar.
Biyotik ve abiyotik stres etmenlerinin etkisi altinda bitkilerde ortaya c¢ikan
degisimler de stres olarak tanimlanir. Stres, onemli fizyolojik ve metabolik
degisimlere yol agmakla birlikte, bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz
sekilde etkileyebilmekte, iirlinde nitelik ve nicelik kaybina (iiriin kalitesinin ve

miktarinin azalmasina), bitkinin veya organlarinin ¢liimiine yol agabilmektedir.

Tablo 1.1. Bitkilerdeki stres faktorleri (URL-1)

Abiyotik Faktorler Biyotik Faktorler

Fiziksel Kimyasal
1.Kuraklik 1 Hava kirlilizi 1.Hastalik etmenleri
2. Tuzluluk ) B?;("‘i blers;r:gellementleri 2. abani bitkiler
3.Yiiksek veya diisiik sicaklik L 3.Bocekler

3.Pestisitler . .
4.Radyasyon . 4.Mikroorganizmalar
A . 4.Toksinler

5.Bitki besin maddesi 5.Hayvanlar

. 5.Tuzlar
6.1s1k stresi 6.T K pH’
7.Su baskini +HOprax st
8.Mekanik etkiler




1.1.1. Bitkilerde tuz stresi

Dogal ve kiiltiir formundaki bitkiler yasam siireci boyunca cesitli stres
faktorlerinin etkisinde kalabilirler. Ozellikle kiiltiir formu bitkilerde iiriin
verimine ve kalitesine olumsuz etki eden en biiyiik gevresel etken tuzluluktur.
Kurak ve yar1 kurak bolgelerde ortaya ¢ikan tuzluluk, iiretimi sinirlandiran en
onemli sorunlardan biridir (Asraf ve dig., 1999). Abiyotik streslerden biri olan
tuz (mineral) stresi %20’lik oraniyla kurakliktan (%26) sonra kullanilabilir
alanlar1 en fazla etkileyen stres faktoriidiir (Blum ve dig., 1986). Mineral stresin
cogunu da tuzluluk olusturmakta ve diinyada tuzluluga maruz kalmis alanlarin 9
milyon ha’dan fazla oldugunu soyleyebiliriz (Tuteja ve dig, 2007). Diinya
genelinde, sulanan alanlarn iigte birinde tuzluluk problemi vardir ve bu alanlarin
yaklasik olarak 950 milyon hektar oldugu tahmin edilmektedir (Shannon ve dig.,
1984). Birlesmis Milletler Cevre Programinin (UNEP) tahminlerine gore,
diinyadaki verimli alanlarin yaklasik %50’si ile tarim arazilerinin %20’sinin

tuzluluk tehtidi altinda oldugu disiiniilmektedir (Flowers ve Yeo, 1995).

Tuzluluk, sularda veya topraklarda bulunan ¢oziinmiis mineral tuzlarin
yogunlugundan ileri gelmektedir. Coziinmiis mineral tuzlari, Na*, Ca*?, Mg*?, ve
K" gibi katyonlar ve CI, SO42, HCO3, COs2 ve NO3 anyonlarimi igine alan
baslica ¢oziinebilir maddeleri kapsamaktadir. Yiiksek tuzluluk oranina sahip
sularda B*3, Sr*2, Li*, SiO,, Rb*, F, Mo*™®, Mn*’, Ba™ ve AI" gibi mineral
maddeler de tuzluluga katki saglamaktadir (Marschner ve dig., 1997; Shannon
ve dig., 1984; Tanji ve dig., 1990).

Tuzluluk, diinyamizdaki verimli tarimi tehlikeye atarak besin iirlinlerinin
iiretimini 6nemli diizeyde kisitlayan gevresel faktorlerden birisidir (Botella ve
dig., 2005). Olusma sebeplerine gore tuzlulugu “primer (dogal)” ve “sekonder”
olarak ayirabiliriz. Primer tuzluluk; ana kayaglarin ayrigsmasi, okyanuslardaki
tuzluluk ve iklimsel etmenler sonucu olusmaktadir (Munns ve Tester, 2008).
Sekonder tuzluluk ise; tarimsal alanlarda yogun sulama faaliyetleri ile cesitli
tuzlar bakimindan zengin yer alti suyu seviyesinin toprak yiizeyine kadar

yiikselmesi, asir1 otlatma, bir bolgenin dogal vejetasyonunu yok ederek tarim



arazilerinin agilmasi ve topraklarin tuzluluga sebep olan kimyasallarla

kontaminasyonu sonucu gozlenmektedir (Pessarakli ve Szabolcs, 1999).

Diinya genelinde tuzdan etkilenmis olan topraklarin ¢ogu Na,SO, ve NaCl
tuzlarindan kaynaklanmaktadir (Pessarakli ve Szabolcs, 1999). Son yillarda
yapilan arastirmalarda yiiksek konsantrasyondaki Na® ve CI iyonlar, yiiksek
tuzluluk diizeyi ile es anlamli olarak degerlendirilir (Bohnert ve dig., 1999;
Grattan ve Grieve, 1994; Rhoades ve dig., 1992).

Tuz stresi bitkilerde cesitli sekillerde kendini gostermektedir. Asir1 tuzluluk
bitkilerde morfolojik ve anatomik degisikliklere sebep olan bir faktor
olmasindan dolayi, bitkileri tuza verdigi tepkiler agisindan iki gruba ayirabiliriz:
Yiiksek tuz konsantrasyonlarina dayanikli ‘halofit bitkiler’ ve tuzlu ortamlara
duyarli ‘glikofit bitkiler’ olarak tanimlanir. Halofit bitkiler, tuzlu kosullara uyum
saglayarak kendilerine zarar vermeyecek sekilde gerekli iyonlari alir,
yapraklarindaki osmotik potansiyeli dengeler ve metabolik olaylar1 yerine
getirerek gelismelerini stirdiiriirler. Glikofit bitkilerin bir kismi ise 200 mM
NaCl konsantrasyonunda biiylimeye devam etmekle birlikte, daha tuzlu
ortamlara duyarhidir ve zarar gorebilir (Greenway ve Munns, 1980; Levittt ve
dig., 1980; Jenning ve dig., 1980). Bununla birlikte bitki ister glikofit bir bitki ya
da halofilik bir bitki olsun sitoplazmalarinda bulunan yiiksek orandaki tuzu
tolere edemezler. Bu yilizden fazla miktardaki tuzu ya vokuollerde tutarlar ya da
diger metabolik faaliyetlerde kullanmak iizere lokalize ederler (Iyengar ve
Reddy, 1996). Glikofit bitkiler ise Na* aliimmi sinirlandirirlar ya da yash
dokular1 depo bileseni olarak kullanarak fazla sodyumu bu dokularda biriktirirler

(Cheeseman ve dig., 1988).

Tuz stresi hemen hemen biitiin bitkilerin gelisimini etkileyerek ¢esitli
biyokimyasal ve fizyolojik bozulmalara neden olmaktadir. Ornegin, bitkilerin
biiylimesini ve gelismesini osmotik ve iyon stresine bagli olarak engeller (Parida
ve Das, 2005). Bitkilerde, kok rizosferlerinde tuzlulugun artmasiyla ilk olarak
osmatik stres olusmaktadir. Bu dissal osmotik stres, kullanilabilir su miktarinin
da azalmasma sebep olur ve bu olay “fizyolojik kuraklik” olarak da

adlandirilmaktadir (Tuteja ve dig., 2007). Kullanilabilir su miktarinin



azalmasiyla bitkilerde hiicre genislemesinin azalmasi ve siirgiin gelisiminin

yavaglamasi gibi etkiler ortaya ¢ikar.

Osmotik stresin devaminda ortaya ¢ikan iyon stresi evresinde, ortamda artan Na®
ve CI" iyonlarmm K*, Ca*™ ve NO™ gibi gerekli besin elementleri ile rekabete
girmesiyle bitkilerde, besin eksikligi veya besin dengesizligi meydana gelir (Hu

ve Schmidhalter, 2005).

Toprak tuzlulugu, fizyolojik kuraklik ve iyon stresi disinda bitkinin
transpirasyonunu, solunumunu ve kok gelisimini azaltmaktadir. Bu etkilerin
sonucu olarak hormonal dengede yikim meydana gelmekte, fotosentez
azalmakta, nitrat alimi diiserek protein sentezinde azalma goriilmekte ve bitki
boyu kisalmaktadir. Bu durum, bitkinin yas ve kuru agirligini etkilediginden
cicek sayisini, meyve Kkalitesini azaltmakta ve verimin azalmasina neden
olmaktadir (Bernstein ve dig., 1967; Cakirlar ve Topguoglu, 1985; Robinson ve
dig., 1983; Sharma ve dig., 1980).

Tuz stresinin bitkiler iizerindeki etkisi, organ diizeyinde, hiicre diizeyinde ve

organel diizeyinde olabilir.

Organ diizeyindeki etkileri, hiicre bdoliinmesini ve uzamasimi etkileyerek,
bitkilerin kok ve govdesindeki hiicre sayisinin, mitotik aktivitenin ve hiicre
bolinme oraninin azalmasina neden olmasi seklinde ortaya c¢ikar (Burssens ve
dig., 2000). Bu etkilere bagli olarak, bitkinin kok, gévde ve agirlhiginda ciddi
azalmalar, yapraklarda kiigiilmeler ve sayisinda azalmalar, yaprak ylizeyinde
bulunan mumsu tabakada ve kutikula tabakasinda incelmeler, vaskiiler doku
farklilasmasinda ve gelismesinde azalmalar ve bitkinin erken donemlerinde
kokte lignifikasyon olusumu da gozlenebilir (Mohammad ve dig., 1998; Reddy
ve lyengar, 1999). Kok tiiyleri, artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak
aktivitelerini kaybeder ve kaybolurlar (Ali ve dig., 1999). Asir1 tuzluluk ile
ortaya ¢ikan tuz stresi, bitkinin biitiin gelisim siire¢lerini etkilemesine ragmen,
tohum olusum silirecinin ve buna bagli olarak tohum veriminin en fazla
etkilendigi evre oldugunu soyleyebiliriz (Khatun ve Flowers, 1995). Ayrica
tuzluluk, bitkilerde reprodiiktif evrede ¢igek sayisinda azalmalara ve ¢igeklenme

zamaninda degisimlere de neden olmaktadir (Munns ve dig., 2002).

6



Tuz stresinin hiicresel diizeydeki etkileri, hiicre zari, hiicre duvart ve iyon
icerigindeki etkilere bagli olarak kendini belli etmektedir. Hiicre duvari,
bitkilerde ve mantarlarda bulunan hiicrenin en dis tabakasidir. Hiicrenin hacmini
diizenleyen ve seklini belirleyen bu kismi, hiicreden salgilanan polisakkarit ve
polimerlerden olusan destek ortiidiir. Tuz stresi kosullarinda apoplastta yiiksek
oranlarda sodyum birikir. Apoplastta biriken sodyum, hiicre duvarinda bulunan
pektin gibi elemanlarin iyonik dengesini bozarak ve apoplastik enzimleri
olumsuz yonde etkileyerek hiicre duvarinin temel islevlerini yerine getirmesine
engel olmaktadir (Rengel ve dig., 1992). Tuz stresinin etkiledigi diger bir yap1
ise, ¢ift tanbakali fosfolipid ve bu tabakaya gomiilii olan proteinlerden olusan,
secici gecirgen hiicre zaridir. Hiicre zarinin yapisindaki lipid kompozisyonun
yapisint  degistirerek,  zar  hasarlarina neden  olmaktadir.  Lipid
kompozisyonundaki bu degisimler, lipidlerin sentezlenmesinde gorev alan
enzimlerin aktivitesindeki degisimler, degredasyonlar (pargalanma, yikilma)
veya fosfolipid ¢esitlerinin hidrolizi sonucu meydana gelir (Huang ve dig., 2006)
ve bu durum, zarin akiskanligini, gegirgenligini ve zar proteinlerinin aktivitesini
etkiler (Wu ve dig., 1998). Hiicre zarinda bulunan lipidler, hidrojen atomlarinin
komsu oldugu olefinik c¢ifte baglar agisindan zengin olup hiicreyi proteolize
karst korumaktadir. Bu olefinik baglar, tuz stresine bagl olarak ortaya ¢ikan
oksidatif saldirilarin hedefindedir. Bunun sonucu olarak zarda lipid oksidasyonu
meydana gelmektedir (Parida ve Das, 2005). Olefinik baglar1 etkilemesi disinda
tuz stresi, hiicre zarinda bulunan sterollerin serbest hale ge¢cmesine, dolayisiyla

hiicre zarinin akiskanliginin azalmasina neden olur (Reddy ve Iyengar, 1999).

Toprak c¢ozeltisinde yiiksek oranlarda bulunan tuzlar, topraktaki su
potansiyelinin azalmasin1 ve buna istinaden bitkinin sudan yararlanabilirligini
azaltmaktadir. Su potansiyelindeki bu azalmanin devaminda, turgor basincinin
devami i¢in ¢Ozlinen madde igeriginin arttirilmasi  sonucu ozmotik
potansiyeldeki azalma ile dengelenmektedir. Tuzlulugun artisi ile birlikte,
bitkilerin su ve ozmotik potansiyeli daha da negatiflesir (Mugdal ve dig., 2010).
Yiiksek miktarlarda NaCl alimi hiicrede, Na* ve CI iyonlarimin miktarmin
artisina sebep olurken, Ca K" ve Mg+2 konsantrasyonlarinin azalmasina sebep

olmaktadir (Parida ve Das, 2005).



Hiicre icine giren Na® zar potansiyelini bozar ve anyon kanallar vasitasiyla
hiicre disindaki CI” un pasif olarak hiicre i¢ine taginmasini kolaylastirmaktadir
(Niu ve dig., 1995; Tuteja ve dig., 2007). Dis ortamda Na* miktarinin artmasina
bagl olarak, hiicreye Na™’un girisi artarken, K" ’un hiicreye alinimi azalir ve
buna bagl olarak da Na*-K" dengesi bozulur. Na*’un, K**un baglanacag alanlar
icin K" ile yarismas1 bu olaym gergeklesmesinin en 6nemli nedenidir (Tester ve
Davenport, 2003). Hiicrede yiiksek oranlarda NaCl birikiminin mikrotiibiillerin
depolimerizasyonuna neden oldugu ve hiicre béliinmesinde ig ipliklerinin

olusumunu engelledigi disiiniilmektedir (Rengel ve dig., 1992).

Tuz stresinin etkiledigi bir diger bolge ise hiicre organelleridir. Strese bagl
olarak en belirgin degisimlerin meydana geldigi organel, kloroplastlardir (Koyro
ve dig., 2002). NaCl’tin kloroplastta tetikledigi en onemli degisim tilakoidlerin
ve stromanin sismesidir. NaCl’tin bulundugu kosullarda kloroplastlarin tirettigi
reaktif oksjen tiirleri oksidatif stres olusumunu tetikler ve olusan OH" (hidroksil
radikali) ile H,O, (hidrojen peroksit), tilakoidlerin sismesine ve dalgali bir hal
almasima sebep olur (Hernandez ve dig., 1995; Miyake ve dig., 2006). Tuz
stresinden etkilelenen bir diger oraganel ise mitokondridir. Mitokondride tuz
stresine bagli olarak parcalanma, sisme, kristalarda azalma, vakuol olusumunda
artis ve elektron transportunun azalmasi gibi etkilerle karsilagilabilir (Koyro ve
dig., 2002). Kloroplast ve mitokondri disinda tuz stresi, ¢ekirdek boyutunda
degisimlere, degredasyonlara ve bu degredasyonlar1 takiben yikimlara,
endoplazmik retikulumda kismi sismelere ve vakuolizasyona; tonoplastta
vesikiilasyon ve pargalanma ile golgi aparatinda hipertrofiye (asir1 biliylime)

sebep olmaktadir (Katsuhara ve Kawasaki, 1996; Rahman ve dig., 2000).

Yiiksek NaCl varligina bagl olarak ortaya ¢ikan tuz stresi, ortamdaki osmotik
basinct arttirarak kullanabilir su oranini azaltmaktadir. Kullanilabilir su
iceriginin azalmasina bagl olarak bitkilerin, transpirasyon ile su kaybini
azaltmak icin verdikleri ilk tepki stomalarin kapanmasidir. Stomalarin
kapanmas1 transpirasyonu engelleyerek stoma iletkenliginin azalmasiyla
sonuglanmaktadir (Munns ve Tester, 2008). Stomalarin kapanmasini
tetiklemesinin yani sira, kloroplast tilakoidlerinde yer alan proteinlerin yapisini

degistirerek, elektron transfer sistemini de etkilemektedir (Ferroni ve dig., 2007).

8



Stoma iletkenliginin azalmasi ile kloroplastlara giren CO; miktar

siirlandirilmis olur (Degl’Innocenti ve dig., 2009).
1.1.2. Bitkilerdeki kurakhk stresi

Diinya iizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore sinirlandiginda,
%?26’1ik payiyla en biiyiik pay1 kuraklik stresi igermektedir (Blum ve dig., 1986).
Genel anlamda kuraklik, topragin su igerigi ile bitki gelisiminde gozle goriiliir
azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagissiz donemdir. Yagissiz donemin
kuraklik olusturmasi; topragin su tutma kapasitesi ve bitkiler tarafindan
gerceklestirilen evapo-transpirasyon hizina bagli olarak gergeklesmektedir
(Jones, 1992; Kozkowsk ve dig., 1997).

Bitki hiicrelerinde, belirgin oranda su kaybi gerceklestigi zaman turgor kaybiyla
kendini gosteren primer stres kurakliktir (Levitt, 1980). Hiicreden su kaybiyla
beraber, membran yapisi degisiklige ugramaktadir; fosfolipidlerin hidrofilik bas
kisimlar1 birbirine yaklasir ve membranlar kompakt bir gériiniim alir. Su kaybina
bagli olarak hiicrede hacim de azalir ve plazma membrani, hiicre duvarindan
ayrilarak yalniz plazmodezmler araciligiyla iligkisini siirdiiriir (plazmoliz).
Gerilim altindaki plazma membrani, yirtilmalara yol agabilir ve bu durum, zarlar
tizerinde yerlesmis olan hidrolitik enzimlerin serbest kalmasi ve dolayisiyla
sitoplazmanin otoliziyle sonuclanabilir. Bu etki, normal hiicresel metabolizmay1

kalic1 olarak bozmaktadir (McKersie ve dig., 1994; Salisbury ve dig., 1992).

Hiicre igeriginin bilyiik bir kismint olusturan suyun azalmasi sonucu, normal
regiilasyon devam edemez ve metabolizma bozulur. Hiicresel reaksiyonlar ve
islevler icin ¢ok biiyiik role sahip olan suyun yokluguna bagl olarak gegeklesen
iyon birikimi, membran biitiinligiiniin ve proteinlerin yapisinin bozulmasina yol
acarak hiicreye zarar verebilir. Hiicredeki makromolekiiller iizerinde de
kurakligm olumsuz etkileri bulunmaktadir. Ornegin, proteinlerin yapisinda
bulunan hidrofobik ve hidrofilik aminoasitlerin su ile etkilesimi bozularak
proteinin yapisinin bozulmasina ve enzim inhibisyonuna neden olmaktadir (Bray
ve dig., 1997). Ayrica kuraklik, DNA ve RNA’da parcalanmalara sebep olabilir
(Kessler ve dig., 1961).



Kuraklik stresinin etkiledigi bir diger mekanizma ise fotosentezdir. Kurakliga
maruz kalan bitkilerde fotosentezin gerilemesi biiylik Ol¢lide stomalarin
kapanmasina bagli olarak gergeklesen stomatal siirlamalardir. Bu durum,
kloroplastlarda CO; difiizyonunu kisitlamaktadir (Lima ve dig., 2002; Muller ve
dig., 1996). Koklerde sentezlenen ve transpirasyon akintisiyla bekgi hiicrelerine
taginan absisik asidin (ABA), bekg¢i hiicrelerindeki hipotetik ABA reseptoriine
baglanarak, kuraklik stresi kosullar1 altinda stomalarin  kapanmasini
saglamaktadir. Stoma kapanmasinin yapraktaki su potansiyelinden ¢ok, topragin
su potansiyeline bagli oldugu gorilmiistiir. Siddetli su eksikligine maruz
birakilan bitkilerden izole edilen kloroplastlarda fotosentetik elektron transportu

ve fotofosforilasyon kapasitelerinin azaldigi gosterilmistir (Teiz ve dig., 1998).

Fotosentetik elektron zincir reaksiyonlarinin inhibisyonu, fotoindirgeyici ya da
fotooksidatif hasara neden olabilen aktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden
olabilir. Suya erigsimin kisitli oldugu dénemlerde bitkilerin vejetatif dokularinda
oksidatif stres meydana gelmektedir. Bu stresin kaynagi olarak, kloroplastlarda
meydana gelen 1sik-klorofil etkilesimleri diisiiniilmektedir (Farrant ve dig.,
2000). Kurak donemlerde daha fazla su kaybetmemek i¢in stomalarini kapayarak
fotosentezde fiksasyon i¢in gerekli CO2’nin alimiminin kisitlanmasiyla birlikte
bitkilerde, kuantum verimi azalir ve fotosentetik aparatin uyarma enerjisi
yiikselir (Stuhlfauth ve dig., 1990). Bu durumda; NADP® (fotosentezdeki
elektron akseptorii) kisitl hale gelir ve ferrodoksin NADP" yerine oksijeni
indirger; boylece, fotosistem I (PSI)’in elektronlart O;’ye transferi sonucunda
reaktif O, radikali iretilir (Mehler reaksiyonu) (Tambussi ve dig., 2000).
Kuraklik stresiyle artan O, olusumu membranlarin biitliniiyle zarar gérmesine
neden olur. Siiperoksitin kendisi fazla reaktif degildir ve daha ¢cok OH™ ve H,0,
olusturmak suretiyle etkili olur. H,O,, fotosentezin Calvin dongiisiindeki birgok
enzimin inaktivasyonuna yol agmaktadir (Halliwell ve dig., 1989; Sgherry ve
dig., 1996).
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1.1.3. Bitkilerde ultraviyole stresi

Cogunlukla antropojenik etkiler sonucu ozon tabakasinda meydana gelen
incelmeler, yeryiiziine diisen UV miktarinda artislar meydana getirir. Bliylime ve
gelisme iizerinde olumsuz etkilere sahip olan UV-B 1sinlari, ozon tabakasi
tarafindan tutulmaktadir. Fakat son yillarda kloroflorokarbon (CFC) gazlar1 gibi
bazi hava kirleticileri nedeniyle ozon tabakasinda incelmeler meydana gelmistir.
Bu incelmenin Oniimiizdeki 50 yil i¢cinde her yil yaklasik %0,3-1 oraninda
artmaya devam edecegi ileri siiriilmektedir. Bu nedenle, her gegen yil yeryiiziine
ulasan UV-B igmlarinin miktarinin ve buna paralel olarak kiiresel 1sinma
oraninin da artacagi disliniilmektedir (Chameides ve dig., 1994). Isik
spektrumunun kii¢iik bir alanin1 kaplamasina ragmen, tasidigi enerjinin yiiksek
olmasi nedeniyle UV nin biyolojik siiregler lizerindeki etkisi azzimsanmayacak

kadar ¢oktur. UV, dalga boylarina gore 3 gruba ayrilir.

Bunlardan, canlilar i¢in en zararlisi, 200-280 nm dalga boyuna sahip olan UV-C,
normal kosullarda yeryiiziine ulagsmaz. UV-B ise 280-315 nm dalga boyuna
sahiptir ve bitki gelisim siireglerinde degisiklikler meydana getirmektedir. Son
olarak ise, canlilar i¢in daha az zararli olarak bilinen ve 315-400 nm dalga
boylar1 arasindaki UV-A’dir (Tevini ve dig., 2004).

Molekiiler diizeyde UV radyasyonuna maruz kalmak organizmalar i¢in 6liimctil
sonuglar dogurabilir. Bir fotonun bir molekiile ¢arpmasi, organizmada ¢esitli
hasarlara yol acabilmektedir. UV-B, 6zellikle DNA molekiiliinii hedef almasi
sonucu niikleik asitlerin yapisint bozar (Bieza ve Lois 2001). UV radyasyonunun
bilinen en yaygin DNA hasar1 “siklobiitan primidin dimeri” ve “(6-4) foto-iiriin”
olan primidin adiiksiyonlaridir. Bu hasar sonucu, ayni zincirde bulunan
pirimidinler birleserek DNA’nin heliks yapisin1 bozmaktadir. Organizmada
bulunan “fotoliyaz” enzimi sayesinde uygun sicakliklarda hasari etkin bir
bi¢imde onarabilmektedir (Caldvell ve dig., 1998). Bitkilerin UV’ye Kkarsi
verdikleri tepkiler, sicaklik, besin ve su gibi faktorlerin etkisine bagli olarak

degismektedir.

Niikleik asitler, protein, lipid ve bitki hormonlar1 gibi UV absorblayan biyolojik

molekiillerle etkilesimleri nedeniyle UV-B, onemli ¢evresel stres faktoriidiir
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(Tevini ve dig., 2004). UV-B, aminoasitleri de hedef alarak protein ve
enzimlerin yapilarini ve lipid peroksidasyonu ile membran yapisini bozmaktadir
(Hightower ve dig., 1994). Bu nedenle, memranlardaki tasinim
engellenmektedir. Engellenen membran taransportu da fotosentetik aktiviteyi

olumsuz yonde etkilemektedir (Allen ve dig., 1998).

Artan UV-B radyasyonuyla, bitkilerin epidermal hiicrelerinde, palizat
parankimasinda ve bek¢i hiicrelerinde morfolojik ve anatomik degisimler
meydana gelmektedir (Zu ve dig., 2010). UV-B radyasyonu ¢igeklenme
zamaninin yani sira, belli tiirlerdeki cigeklerin sayisini da degistirebilmektedir.
Bunun yaninda bitkilerin iireme organlari, UV-B radyasyonunun zararl
etkilerine duyarli olabilmektedirler. Ancak, polen ve oviil, sepal, petal ve
ovaryum gibi bitkilerin lireme kisimlarinin ¢ogu gilines kaynakli UV-B

radyasyonuna karst korunmus durumdadir (Caldvell ve dig., 1998).

UV-B radyasyonunun asil hedefi biyomembranlardir. UV-B radyasyonunun
artmasiyla birlikte, plazma membranlarinda ATPaz miktarinda azalmalarin
meydana geldigi, membran gegirgenliginin arttigi ve doymamis yag asitlerin
etkilendigi bilinmektedir (An ve dig., 2000). Bitkilerde stres belirtisi olan ve
lipid peroksidasyonunun son iriinlerinden biri olarak gosterilen malondialdehit
(MDA) analizleriyle membranlardaki etkileri yansitilmaktadir (Biiytik ve dig.,
2012).

Bitkilerin UV-B radyasyonuna maruz kalmasi, fotosentetik pigmentlerin
miktarinda diisiis, membran hasariyla baglantili olarak tilakoid biitiinliiglinde
kayip, stomatal iletkenlikte artma ve Rubisco aktivitesinde azalma ile
sonuglanmaktadir (Jansen ve dig., 1998). Fotosentez gibi 6nemli bir olayin
gerceklestigi kloroplast, cevresel stres faktorlerine maruz kalmasina ragmen
yapisal biitiinliigliniin korunmasi ¢ok 6nemlidir. Cevresel degisimlerden ilk
etkilenen organellerden biri olan kloroplast, oksijen radikallerine en ¢ok maruz
kalan yapidir. Stres kosulu altinda, yaprak canliliginin yitirilmesi sirasinda en
onemli olay membran lipidlerinin par¢alanmasiyla kloroplastlarin biitiinliigiiniin

bozulmasidir (Zang ve dig., 2010).
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Stres kosullar1 durumunda, tilakoid membranin hasar gérmesi mutlaka
fotosentezde Onemli bir diisiise ve Ozellikle tarim bitkilerinde {iriin veriminde
azalmaya sebep olur (Biiyiik ve dig., 2012). Klorofil a/b oranindaki artis, UV-B
radyasyonunun sebep oldugu pigment miktarlarindaki degisimi ve tilakoid

membranlardaki bozulmayi gostermektedir (Zu ve dig., 2010).

Yiiksek UV-B radyasyonunun 1sik reaksiyonlarini etkilemesinin yani sira,
Calvin dongisiindeki enzimlerin kaybina ve stomanin kapanmasina neden
oldugu diistiniilmektedir (Keiller ve dig., 2003). Calvin dongiisti ile PSI ve
PSII’nin gorev aldigi 1s1k reaksiyonlarinin, degisen g¢evresel kosullarda dengeli
olmasi énemlidir (Ensminger ve dig., 2006; Jansen ve dig., 1998; Laposi ve dig.,
2009). Stres kosullari ile bu denge bozuldugunda, CO; fiksasyonunda gorev alan
enzimlerin aktivitesinin degisiklige ugradigi ve sakkaroz sentezinin inhibe
oldugu ileri stiriilmektedir. Bu nedenle, kloroplast ile sitozol arasinda madde
aligverisi olmadigindan ATP sentezinin engellendigi ve kloroplastlarda

fosforlanmuis ara tiriinlerin biriktigi saptanmistir (Verinieri ve dig., 2001).
1.1.4. Bitkilerde agir metal stresi

Giliniimiizde, o6zellikle antropojenik etkiler sonucu ekosistemlerin toprak, su ve
hava gibi ortamlarinda yaygin bir sekilde birikmeye baslayan agir metaller,
diinya yiizeyindeki tiim canlilar1 etkileyen bir faktor haline gelmektedirler.
Endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzozlarindan ¢ikan zehirli gazlar,
maden yataklar1 ve igletmeleri, tarimda kullanilan giibre ve ilaglar gibi insan
etkileri sonucunda dogada birikebildikleri gibi, volkanik faaliyetler sonucu dogal
olarakta ¢evreye yayilabilirler (Stresty ve Madhava Rao, 1999). Spesifik
agirhiklart 5 g/cm3’ten daha biiyiik olan elementler agir metal olarak
isimlendirilmektedir. Demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), nikel (Ni),
¢inko (Zn), bakir (Cu) gibi elementler, bitkilerde normal biiylime ve metabolik
faaliyetlerini yerine getirebilmeleri igin gerekli olan 6nemli mikrobesin
elementleridir (Vangronsveld ve Clijters, 1994). Diger yandan kadmiyum (Cd),
kursun (Pb), krom (Cr) ve civa (Hg) ise onemli olmayan ve canlilar i¢in son
derece toksik olan elementlerdir (Devi ve Prasad 1998; Rai ve dig., 2004;
Sebastiani ve dig., 2004).
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Agir metaller, bitkilerde solunum, fotosentez, transpirasyon, enzim aktivitesi,
protein sentezi, membran stabilitesi, hormonal denge, hiicre biiyiimesi ve bitki-
su iligkisi gibi fizyolojik siiregleri inhibe eder (Vangronsveld ve Clijsters, 1994,
Zornoza ve dig., 2002). Bitkinin gelisimi i¢in mutlak olsun ya da olmasin agir
metallerin doku ve organlarinda asir1 birikimi bitkilerin vejetatif ve generatif
organlarimin gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir (Giir ve dig., 2004). Hiicre
membranlarindaki hasar, bitkilerde agir metal toksik etkisinin ilk etkilendigi
yerdir. Agir metallerin bitkilerdeki toksisitesi, metalden metale, strese maruz

kalma siiresine ve tiirden tiire degisebilmektedir.

Agir metallerden biri olan ¢inko (Zn*?), insan ve hayvanlarda oldugu gibi
bitkilerde de ¢ok ¢esitli ve ©nemli metabolik islevlere sahiptir. Enzim
aktivasyonu, solunum ve biyolojik membran stabilitesinin yan1 sira, protein ve
karbonhidrat sentezi gibi ¢ok 6nemli metabolik siireglerindeki rolii nedeniyle

iriin miktar1 ve kalitesini direkt olarak etkilemektedir (Rout ve Das, 2003).

Endiistride metal kaplama ve alasimlarda, miirekkep, kopya kagitlari, kozmetik
sektorliinde kullanilan ¢inko, sanayilesmenin yogun oldugu alanlardaki atik
sulartyla, kanalizasyon sulariyla ve asit yagmurlar1 araciligi ile topraga
ulasmaktadir  (Vaillant ve dig., 2005). Topraklardaki toplam Zn*?
konsantrasyonu 10-300 ppm arasinda degisebilmektedir. Bitkiler tarafindan
kullanilan Zn*? orani ise 3.6-5.5 ppm arasindadir. Bitkilerde goriilen toksik
etkiler ise 400 ppm’den sonra baslamaktadir (Ozbek ve dig., 1995). Cinko
toksisitesine maruz kalmis bitkilerde, kdk ve siirglin bliyiimesi azalir, kokler
incelir, geng yapraklar kivrilir ve kloroz (sararma) goriiliir, hiicre biiylimesi ve
uzamasi engellenir, hiicre organelleri parcalanir ve klorofil sentezi azalir ve
engellenir (Rout ve Das, 2003). Yiiksek oranda ¢inkonun klorofil sentezini
engellemesinin nedeni ise, ortamda yeterli miktarda demir bulunmasi halinde
bile bitkinin bundan yararlanmasini engellemesi ve klorofilin merkezinde
bulunan magnezyumun yerine gegmesi olarak gosterilmektedir (Van Assche ve
Clijters, 1990). Cinko, kok meristem hiicrelerinde bdliinecek olan hiicrelerde
birikerek profazin sonundaki olaylar1 dolayisiyla da mitoz boliinmeyi
engellemektedir. Ayrica hiicrelerin ligninlesmesini saglayarak hem kok hem

govde biiylimesini engelledigi gorilmiistiir (E1-Ghamery ve dig., 2003).
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Bitkiler icin gerekli besin elementlerinden biri olan ve toprakta en disiik
miktarda bulunan bir diger element ise molibdendir (Mo*®). Boya endiistrisinde,
niikleer enerji uygulamarinda, ¢elik sanayinde kullanilan molibden, sodyum
molibdat (Na,Mo0QO,) seklinde bitkiler tarafindan eser miktarlarda kullanilir.
Normal bir tarim topraginda, alinabilir molibden miktart 0,2 ppm kadardir.
Bitkilerin molibden ihtiyact ¢ok diisiik miktarda oldugu i¢in, bu elementin
eksikligi ¢ok sik rastlanan bir durum degildir. Molibdenin biyolojik
fonksiyonlar1 genelde bakir metabolizmasi ile iligkilidir. Bakir ile iliskili
olmayan fonkiyonlardan en onemlileri; ksantin oksidaz, aldehid oksidaz ve
stilfid oksidaz enzimlerinin yapisina ayrica sitokrom C ile ksantin oksidaz
reaksiyonuna ve aldehid oksidaz ile sitokrom C'nin indirgenme reaksiyonuna
katilmasidir. Bitkilerdeki noksanliginda siddetli sararmalar ve ciicelesmeler
goriilebilmektedir. Yapraklarda kivrilmalar ve sonunda kurumalar meydana

gelebilmektedir.
1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidan Enzimler

Cevre ile stirekli etkilesim i¢inde olan bitkiler, icinde bulunduklar1 ¢evrede
uygun olmayan durum ile karsilastiklarinda, adaptasyon eksikligine bagli olarak
stres kosullarina maruz kalabilirler. Bitkiler, hayvanlar gibi herhangi bir strese
maruz kaldiklarinda ortamdan kaginma gibi bir secenege sahip olmadiklari icin
strese direkt olarak maruz kalmaktadirlar. Bitkilerde stres kosullarina karsi
olusan cevap mekanizmalarindan bir tanesi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)

olusumu ve detoksifikasyonudur.

ROS, bitkilerde endojen olarak kloroplasttaki fotosentez reaksiyonlari sonucu,
plastit ve peroksizomlarda, NADPH oksidaz, hiicre duvari peroksidazlari ve
amino oksidaz gibi enzimlerin etkisiyle olusan serbest radikallerdir (Van
Breusegem ve dig., 2006; Van Camp ve dig., 1998). Radikal olmayan bir atom
veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla ya da atom ve molekiile bir elektron
ilavesiyle olugmaktadirlar. Diger molekiillere elektron verebildiklerinden veya
onlardan elektron alabildiklerinden dolayr organizmada indirgeyici veya
yiikseltgeyici olarak davranmaktadirlar (Flora ve dig., 2007; Halliwell ve dig.,
1998). Hiicrede baslica bilinen ROS’lar, singlet oksijen (*O.), siiperoksit anyonu
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(02), hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil radikali (OH’) olup normal
kosullarda hiicredeki seviyeleri siirekli denge halindedir (Halliwell ve dig.,
1998).

Singlet oksijen (*O,), normal oksijenin yiiksek enerjili formudur. O, elektron
tasima sisteminde gorevli olan Oy molekiiliiniin fazladan enerji almasiyla kendi
doniis yoniinden tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi sonucu
olusabildigi gibi; O, radikalinin nitrik asit (NO) ile reaksiyonu ve H,O,’nin
hipokilorit (CIO") ile reaksiyonu sonucuda olusabilmektedir. Bir¢ok biyolojik
molekiile benzeyen kuantum durumuna sahip olduklar igin kolaylikla onlarla
reaksiyona girebilir. OH" radikali gibi lipoksijenaz ozelligi gostermektedir.
Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girebildigi
baglardir. Sistein, metionin, tiriptofan, tirozin ve hisitidin gibi aminoasitlerin
yapisinda bulunan ¢ift baglardan kaynaklanan yiiksek elektron yogunlugundan
veya kiikiirt kisimlarindan dolay1 singlet oksijen ile oksidasyona ugramalari

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

Siiperoksit anyonu (O7), Kloroplastta, fotosistem I ve II’de elektron tagima
sisteminde gorev alan molekiiler oksijenin (Oy) bir elektron transferi sonucu
indirgenmesi ile olusmaktadir. Molekiiler oksijenin ferrodoksin (Fdred) araciligi
ile indirgenmesiyle olusur. Hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit, oksitleyici
veya indirgeyici ajan olarak davranabilmektedir. Aldigi elektronu metal iyonuna,
sitokrom-c’ye veya bir radikale vererek tekrar oksijene oksitlenebilir.
Oksijenden daha oksitleyici 6zelligi olan siiperoksit bir elektron daha alarak
peroksit anyonuna indirgenir (Mehlar, 1951; Harbinson, 1993). Siiperoksit,
metal iyonlarmi indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden salinimma neden
olabilir. Ayrica kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar ve metal iyonlarinin
katildig1 hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir (Harbinson ve dig.,

1993; Mehlar ve dig., 1951).

Hidrojen peroksit (H,O;), aerobik canlilarda siiperoksitlerin katalitik aktivitesi
cok yliksek bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenmesi
ile olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonlastirici radyasyona maruz

kalmas1 sonucuda olusabilmektedir. Biyolojik sistemlerdeki en hasar verici
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radikaldir. Hidrojen peroksit oksitleyici bir tiir olarak bilinir; bunun en énemli
nedeni, demir ve bakir gibi metal iyonlarinin varliginda OH’ radikalinin 6ncilii
olarak davranmasidir. H,O, 6zellikle proteinlerdeki “hem” grubunda bulunan
demir ile tepkimeye girer ve yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir
formlarint olusturur. Bu formdaki demir ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip
olmakla birlikte, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baslatabilmektedir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan

H20,’nin derhal ortamdan uzaklastirilmalar1 gerekir (Asada ve dig., 1974).

Hidroksil radikali (OH), hiicredeki en reaktif oksidantlardan bir tanesidir.
Hiicrelerin OH™“yi elimine edebilecek bir enzim sistemi olmadigindan kolayca
tim biyolojik molekiiller ile bu radikaller reaksiyona girebilir ve fazla miktarda
tiretildiklerinde hiicrelerin 6liimiine sebep olabilirler. OH" radikali, nispeten daha
az zararli olan hidrojen peroksit (H;0,) ve O,  anyonunun metal iyonlar
varliginda Haber—Weiss (Cu®, Cu*?, Fe*?, Fe*®) veya fenton (Fe*? ve diger gecis
metalleri; Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) reaksiyonu ile olusabilir (Smirnoff ve
dig., 1993).

Bitkiler oksidatif stres altinda yasamlarina devam edebilmek ve stres ile bas
edebilmek i¢in reaktif oksijen tiirlerinin kontroliinii ve detoksifikasyonunu
saglayan bir takim antioksidanlara sahiptirler. Antioksidanlar disiik
konsantrasyonlarda oksidasyon yapabilme yetenegine sahip bir substratin
oksidasyonunu azaltan (elektron aktarimiyla) veya engelleyen yani oksidasyona
karst1 miicadele eden maddelerdir. Antioksidanlar, serbest radikallere karsi
korunmada ve canlilarda pek c¢ok hastaligin Onlenmesinde Onemli gorev
iistlenmislerdir. Oksidatif strese kars1 bu etkilerini zincirleme sekilde ilerleyen
lipid peroksidasyonu gibi serbest radikal iireten basamaklara etki ederek, direkt
olarak ROS konsantrasyonunu azaltarak, serbest radikal {iretimini baglatan ilk
radikali etkisiz hale getirerek ya da gec¢is metalleri ile selat olusturarak

gostermektedirler (Caylak, 2011).

Antioksidanlar bitkilerin savunma mekanizmasinda 6nemli role sahiptirler.
Temel islevleri, metabolik olaylar sonucu meydana gelen reaktif oksijen

bilesiklerini (ROS, reactive oxygen species) ortamdan uzaklastirarak bitkiyi bu
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radikallerin zararli etkisinden korumaktir (Scandalios ve dig., 2005). Bunlar
arasinda en Onemli olan antioksidanlar, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz

(SOD) ve peroksidazdir (POD).

Katalazlar (E.C.1.11.1.6), H,O,’in su ve molekiiler oksijene parg¢alanmasini
katalizleyen enzimlerdir ve dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar (Kurakov ve
dig., 2001). Katalazlar, genellikle peroksizom olarak adlandirilan hiicre
organellerinde bulunmakta ve metalloenzimler grubuna dahil olup ¢ogunlukla
tetramer halindedirler. Monomerleri birbirine benzemekle birlikte 60-90 kDa
arasinda degisen molekiil agirligina sahiptirler. Her bir monomer ayrica
yapisinda ferriprotoporfirin icermektedir. Katalazlar1 genel olarak ii¢ gruba
ayirabiliriz: monofonksiyonel hem (heme, haem) grubu iceren katalazlar, katalaz
peroksidazlar, demir/hem igermeyip Mn igeren katalazlar (Loewen ve dig.,
2015). Katalazlarin katalizledigi reaksiyon genel olarak H,O,’in su ve molekiiler

oksijene parcalanmasi seklindedir. Reaksiyon (1.1)’deki gibi;
2H-,0, — 2H,0 + O, (11)

Katalaz peroksidazlar hem igeren ve monofonksiyonel katalazlara benzeyen
enzimlerdir. Uygun organik elektron vericinin ortamda bulunmasiyla ve hidrojen
peroksit seviyesinin diisiik oldugu durumda peroksidaz aktivitesi de
gosterebilmektedirler. Mn igeren enzimler ise ayni zamanda yalanci katalazlar
olarak da tanimlanabilir. Bu tip katalazlar hem iceren katalazlara gore daha az
yaygindirlar. Bitkilerde katalazlarin ¢oklu izozim formlar1 bulunmaktadir. Misir
bitkisinde CAT1, CAT2 ve CAT3 olmak iizere 3 farkli izoform bulunmaktadir.
Bu izoformlar ayr1 kromozomlar lizerinde yer alan genler tarafindan birbirinden
farkli olarak ifade olmakta ve birbirinden bagimsiz bir sekilde
diizenlenmektedir. Peroksizomlar ve sitoplazmada CAT1 ve CAT2,
mitokondride ise CAT3 lokalize olmaktadir. Artan katalaz aktiviteleri, bitkilerin
zor sartlara adapte olmalarina ve metabolik aktivitelerini siirdiirmelerine, toksik

diizeydeki H,0,’i minimize ederek yardimei olmaktadirlar (Scandalios, 1990).

Stiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1) (SOD) ise molekiil agirligi 32,5 KDa olan
bir proteindir. Aerobik olan tiim organizmalarda bulunmaktadir. Bitkilerde de

yaygin olarak bulunmakla birlikte olaganiistii katalitik etkinlikte c¢alisan
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metallaproteinlerdir. Esas fonksiyonu siiperoksit radikalini (O;’) hidrojen
peroksite (H,O,) doniistiirmektir; reaksiyon iriinii olan H,O, ise yukarida
belirtildigi gibi katalaz enzimi ile ortamdan uzaklastirilir. SOD’larin aktif
merkezlerinde yer alan metal iyonlara gore li¢ izoenzimi vardir. Bunlar bakir
ve ¢inko iceren Cu/ Zn SOD, mangan igceren Mn-SOD ve demir igeren Fe
SOD’lardir (Scandalios, 1993; 2005). Bunlardan Fe-SOD (prokaryotik
organizmalarda, kloroplast stromasinda) ve Mn-SOD (prokaryotik
organizmalarda ve okaryotlarin mitokondrisinde) yapisal olarak benzerlik
gostermesine karsin Cu/Zn-SOD (sitozolde ve kloroplastlarda) diger ikisinden
farkli bir yapiya sahiptir. Fe-SOD bitkilerde en fazla rastlanan izozim
olmamakla birlikte, bulundugunda kloroplast ile baglantili oldugu gorilmistiir
(Ferreira ve dig., 2002). Bu enzimler H,O;’e olan farkli duyarliliklarina goére
lokalize olmaktadirlar. SOD’un asir1 ifade olmasi, oksidatif stresin negatif
etkileriyle miicadele etmede ve bitkilerin yasamlarinin devaminda onemlidir

(Bannister ve dig., 1987).

Peroksidazlar (E.C.1.11.1.7) (POD), elverissiz dis faktorler altinda diretilen
zararli oksijen radikallerinin seviyesini diizenler ve siiperoksit dismutaz ve
CAT’1 da igeren bitki hiicresinin koruyucu enzim kompleksinin parcasidir.
Molekiil agirliklart 35-100 kDa arasinda degismektedir. Peroksidazlar Hem’i
cevreleyen iki farkli kisma boliinmiis ve birbirine sarilip dénen 10-11 heliksten
olugmustur. Ligninlesme, hiicre duvarindaki polisakkaritlerin ¢capraz baglanmasi
ve proteinlerin toplanmasi gibi pek c¢ok onemli fizyolojik olaylarda gorev
almaktadir. Bunun yami sira disik sicaklik, tuzluluk, kuraklik, parazit
enfeksiyonu, patojenler, sicaklik stresi, UV 1sik tesirleri gibi ¢esitli stres
faktorlerinin varliginda artan peroksidaz aktivitesi, bu enzimin stres enzimi
olarak anilmasina sebep olmaktadir. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik stresin
degisikligine tepki olarak bitkilerde POD aktivitesi artmaktadir (Kim ve dig.,
2000). Bitkisel peroksidaz yapraklarda, yaralanan gdvdelerde, kotiledon
yapraklarda, cicek saplarinda bulunmus ve bu doku hiicrelerinde niikleus,
mitokondri, ribozom, hiicre duvari ve hiicre membanlarinda, ayrica ekstraseliilar

bolgelerde de lokalize olmustur. Peroksidaz enziminin ¢ok sayida fizyolojik
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olayda rol oynadigr ve bir ¢cok metabolik olayin gerceklesmesine yardimci

oldugu bilinmektedir (Tasgin ve dig., 2006).
1.3. Calismada Kullanilan Bitki Hakkinda Genel Bilgiler

Amsonia orientalis Decne. (Apocynaceae), diinyada sadece Tiirkiye’ nin
kuzeybatisi ve Yunanistan’in kuzeydogusu olmak iizere son derece dar bir
alanda yayilis gosteren, nadir ve tilkenme tehdidi altinda olan bir bitki tiirtidiir.
Ulkemizde Balikesir, Bursa ve Istanbul olmak iizere 3 yerde rapor edilmistir.
Ozen (2006) bu bitki ile ilgili yaptig1 arazi galismalarinda, bitkinin Tiirkiye
populasyonunun giderek azaldigini ve hatta bazi yerlerde tamamen ortadan
kalktigin1 tespit etmistir. Sonradan da Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabinda “cok
tehlikede” (CR; critically endangered) olarak tanimlanan tehlike kategorisinde
gosterilip Bern Sozlesmesi geregi Avrupa Konseyi tarafindan Avrupa 6lgeginde
mutlak korunmasi gereken bitki tiirleri listesinde yer almistir. Nesli tiikenmekte
olan bu bitkinin biinyesinde, Apocynaceae familyasinin diger bircok iiyesi gibi
tibbi ve ekonomik ©Oneme sahip c¢ok sayida glikozitler ve glikoalkaloitler
bulundurdugu bilinmektedir. Kimyasal yapilari tanimlanmis olan bu maddelerin
ozellikle kalp ve kanser hastaliklar1 olmak tizere ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegi belirtilmistir. Bitki ayn1 zamanda antimikrobiyal aktiviteye de
sahiptir. Farmakolojik 6neminin yaninda, “Mavi yildiz” veya “Dogu razyas1”
gibi yaygin isimlerle anilan A. orientalis, yildiz seklinde gosterisli mavi-mor
ciceklere sahip olmasi nedeniyle Avrupa’daki bazi bahgelerde siis bitkisi olarak

da yetistirilmektedir.

A. orientalis (Mavi Yildiz) (Sekil 1.1), 30-60 cm uzunluga, dallanmig latekse
sahip, ¢ok yillik bir bitkidir. Mayis-Haziran ayinda ¢imlenmeye baslayan
bitkinin, Temmuz ayinin ortalarina kadar ¢iceklenme evresi devam etmektedir.
Meyvesi Temmuz aymin sonlarina dogru olgunlagsmaya baslar. Yazin diger
aylarinda ve sonbahar aylarini vejetatif donemde geciren bitki, kis aylarinda
toprakalti kisimlart (rizomlar1) haric toprak istiinde kalan kisimlari
kaybolmaktadir. Balikesir ¢evresinde yiiksekligi 119-261 metreyi bulan, kisin
akan ve yazin tamamen kuruyan dere kenarlarinda ya da dere i¢indeki suyun

kurudugu boélgelerde yayilis gostermektedir. Kum ve silt orami yiiksek yerlerde
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yetismektedir. Bitki tam giinesli ya da kismen golgeli yerlerde iyi gelisme
gostermektedir (Ozen, 2002; 2006).

Sekil 1.1. A. orientalis (Ozen, 2002)

A. orientalis biinyesindeki fenolik maddelerin tanimlanmasi ve bu bilesiklerin
biyolojik rolleri hakkinda az sayida ¢alisma mevcuttur. Bunlardan A. orientalis
kokleri {iizerine yapilan bir calismada sekologanin denilen bir bilesige
rastlanmistir. Sekologanin, isopirenoid glikozit olan bir biyoanahtardir. Cesitli
biyosentez yolaklarinin merkez pozisyonunda bulunur ve diger bir¢ok dogal
irtiniin baslangic bilesigidir. Koklerdeki sekologanin igeriginin ortalama degeri
%3.27 (w/w) olarak bulunmus ve bu nedenle A. orientalis’in farmasotik
(eczacilik) endiistri i¢in uygun bir hammadde kaynagi olabilecegine isaret
edilmistir. Ozellikle, A. orientalis iizerinde alkaloit igerigi yoniinden &nemli
caligmalarda bu taksonun 12 g¢esit alkaloit bulundurdugu rapor edilmistir
(Dabiné Lengyel ve dig., 1986). Bu alkaloitlerin bir kismi anti kanser
ozellikleriyle tibbi dneme sahiptirler (Ozen ve dig., 2006). A. orientalis genetik
cesitliligini iligkin yapilan ¢alismalar da bulunmaktadir (Giirkanl ve dig., 2014).
Ayni bitki ile yapilan bagka bir ¢alismada ise bitki biinyesindeki cesitli
kardiyoaktif glikozitler, glikoalkaloitler ve yeni glikozitler izole edilerek bu
bilesiklerden ikisinin glikozit, birinin aglikon ve bir tanesinin de glikoalkaloit
oldugu, bu glikoalkaloitin daha oOnce literatirde Rhazya (Syn. Amsonia)
stricta’dan tanimlanan scrictosamide oldugu belirtilmistir (Akin ve dig., 2001).
A. orientalis ile yapilan bir diger calisma ise bitkinin kuru toprak {istii
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kisimlarindan izole edilen alt1 yeni flavonoid glikozit ile ilgilidir (Itoh ve dig.,

2002).

Amsonia (syn. Rhazya) genusunun A. orientalis disindaki diger tiirleri tizerinde
yapilan bazi arastirmalara da literatiirde rastlamak miimkiindiir. Bunlardan biri;
A. tabernaemontana’da biiyiime diizenleyicilerinin bulundugu sivi besiyerinde
bitki iiretiminin arastirilmasi iizerine olup sonug olarak gévde eksplantindan bir
hafta iginde yeni tomurcuklar, iki hafta i¢inde ise kok olusumu gézlenmistir
(Molnar ve dig., 1986). Baska bir arastirmada Arizona’da yayilis gosteren A.
grandiflora’nin triterpenoitleri calisilmig, bu tiiriin koruma altina alinmasi
gerekliligi vurgulanmistir (Wahyuono ve dig., 1987). A. elliptica’nin kokii
kullanilarak yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarinda ise besiyeri olarak B5
(Gamborg ve dig., 1968) ve biiyiime diizenleyicisi olarak naftalen asetik asit
kullanildiginda, bitki rejenerasyonu ve alkaloit tiretiminde artig oldugunu rapor
edilmistir (Sauerwein ve dig., 1991). Yine, A. elliptica’nin hiicre kiiltiirinde
yapilan sterol analizinde, bitkide bulunan temel steroliin campestrol oldugu

tespit edilmistir (Uomori ve dig., 1992).

Assaeed ve Al-Doss (2001)’un gergeklestirdigi bir ¢alismada ise, R. stricta ve
Lasiurus scindicus’un su stresine karsi fide olusturma rekabeti arastirilmis ve R.
stricta’nin su stresinde fide verme oranmin L. scindicus’a gore daha diisiik

oldugu tespit edilmistir.

Yukarida belirtildigi gibi Amsonia cinsi sadece tibbi ve ekonomik Onemi
bakimindan degil, {lkemiz ve yerkiirenin biyogesitliliginin korunmasi
bakimindan da onem tasiyan bir bitki olmasina ragmen A. orientalis tizerinde
diinya literatiiriinde yukarida sayilanlardan baska sadece birka¢ bilimsel
calismanin bulunmasi (Ozen, 2002; 2006), bu bitki ile ilgili biiyiik bir veri
eksikligi oldugunu ortaya koymaktadir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

Tiikenme tehlikesi altindaki Amsonia orientalis bitkisinin stres proteinlerinin
arastirildigi bu calismada, Kocaeli Univeristesi Biyoloji boliimiine ait sit
alaninda yetistirilen Mavi Yildiz (A. orientalis) bitkisi kullanilmistir. Protein
miktart ve enzim aktivitesi Bio-Rad Smartspec 3000 (ABD) cihazi ile tayin
edildi. Homojenize isleminin ardindan pellet ve siipernatan kisimlar1 Sigma 4-16
K (ABD) santrifiij cihazi ile birbirinden ayrildi. Bitki stres ortamlarinda
kullanilan kimyasallar NaCl, PEG6000, ZnSO,4, Na;MoOy olup ayrica sitokinin
grubu hormon olan benzilamin piirin (BAP) ve besi ortam olarak Murashige &
Skoog (MS) kullanildi. Kimyasallar Merck (Almanya), Bio-Rad (ABD), Sigma-
Aldrich (Almanya) firmalarindan temin edildi.

2.2. Metod
2.2.1. Bitki eksplantlarin dezenfeksiyonu ve stres kosullarimi olusturma

Ex vitro koruma parsellerinde yetistirilen A. orientalis bitkisinden alinan nodal
eksplantlarin 6nce %70 (v/v) etil alkol igerisinde 2 dakika ardindan %1 (V/v)
sodyum hipoklorit icerisinde 10-12 dakika bekletilip ylizeysel sterilizasyonlari
saglanmigtir. Sonrasinda eksplantlar 40 mL 1,0 mg/L benzilamino piirin (BAP)
iceren Murashige & Skoog (MS) siirglin ¢ogaltim ortamina ekilmis ve 1 aylk
kiiltiir periyodu sonunda tuzluluk, kuraklik, UV, agir metal (Zn*?, Mo™®) stresleri
denemelerinde kullanilacak nodlari i¢eren siirgiinler elde edilmistir. Ayni islem,
in vitro stirgiinler kullanilarak siirekli olarak tekrar edilmekte ve gerekli eksplant

kaynagi bu yontemle saglanmaktadir (Acemi ve dig., 2013).

Tuz stresi oluturulmasi i¢in, 200 mM NaCl konsatrasyonuna kadar 6n uygulama
yapilmis olup, bitkinin bu konsatrasyonda yasamadigi kaydedilmistir. Daha
sonra, in vitro kusullarda elde edilen siirgiinlerden alinan nodal explantlar 25,
50, 75, 100, 125 ve 150 mM NaCl iceren MS besi ortaminda kiiltiire
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alinmiglardir. Bir aylik kiiltiir periyodunun sonunda gerekli morfometrik

Ol¢iimler (siirglin uzunlugu, siirgiin sayisi, kok uzunlugu, kok sayist) yapilmistir.

UV stresini olusturabilmek i¢in, 90 dakikaya kadar 6n uygulama yapildi ancak
bitkide bu siirede nekrozlar olustugu kaydedilmistir. Daha sonra, in vitro
kosullarda iiretilen siirgiinlerden nodal eksplantlar alinarak MS besi ortamina
aktarilmiglardir. Kiiltlirlerin olusturuldugu bu kaplar kiiltiiriin 1. giiniinde kontrol
grubunun disinda 15, 30 ve 60 dakikalik siireler boyunca en az 15 cm uzakliktan
UV-B (100-280 nm) radyasyonuna maruz birakilmiglardir. Bu islem kiiltiiriin 15.
ve 30. giiniinde ayni siirelerle tekrarlanmistir. Bir aylik kiiltiir periyodunun
sonunda gerekli morfometrik Olglimler (slirgiin uzunlugu, siirgiin sayisi, kok
uzunlugu, kok sayisi) yapilmistir. UV-B stresinin olusturulmasinda 16 W
giiciinde (OSRAM, PURITEC HNS) germisidal lamba kullanilmistir. Uygulama

laminar kabin igerisinde gergeklestirilmistir.

Kuraklik stresini olusturabilmek igin, %6 (w/v) Polietilen glikol(PEG) — 6000
konsatrasyonu 6n uygulama olarak denenmis ancak bitkinin bu konsantrasyonda
yasamadig1 kaydedilmistir. Daha sonra, in vitro kusullarda iiretilen siirgiinlerden
nodal eksplantlar alinarak, kontrol, %0,5 (w/v), %1 (w/v), %2 (w/v) ve %4 (w/v)
Polietilen glikol(PEG) — 6000 igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinmiglardir.
Bir ayhk kiiltir periyodunun sonunda gerekli morfometrik Ol¢limler (siirgiin

uzunlugu, siirgiin say1s1, kok uzunlugu, kok sayisi) yapilmigtir.

Zn*? stresini olusturmak igin in vitro kosullarda iiretilen siirgiinlerden alinacak
nodal eksplantlar kontrol grubunun disinda ayr ayr1 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM
cinko siilfat (ZnSO,) ilave edilmis MS besi ortamina aktarilmislardir. Bir aylik
kiiltiir periyodunun sonunda gerekli morfometrik olgiimler (siirgiin uzunlugu,
stirgiin sayist, kok uzunlugu, kok sayis1) yapilmistir. Halihazirda MS besiyerinin
igerisinde (standart formiilasyonunda) 8,6 mg/L konsantrasyonda ZnSO,4.7H,0

bulunmaktadir.

Mo*® stresini olusturmak icin in vitro kosullarda iiretilen stirglinlerden alinacak
nodal eksplantlar kontrol grubunun disinda ayr1 ayr1 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM
sodyum molibdat (Na;MoQ,) ilave edilmis MS besi ortamina aktarilmislardir.

Bir aylik kiiltiir periyodunun sonunda gerekli morfometrik Olc¢timler (siirglin
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uzunlugu, siirgiin sayisi, kok uzunlugu, kok sayisi) yapilmistir. Halihazirda MS
besiyerinin igerisinde (standart formiilasyonunda) 0,25 mg/L konsantrasyonda
Na,Mo00O4.2H,0 bulunmaktadir.

Calismadaki tiim deneysel Ol¢limlerin istatistik testleri icin IBM SPSS 19

istatistik programi kullanildi.

2 st fotosentetik foton

Kiltiir sartlar1 biiyiitme kabininde 80 upmol m’
yogunlugundaki 1s1k altinda 16/8 1siklandirma periyodunda, 23+1°C de ve %65
nispi nem olarak uygulanmistir. Tiim stres faktorii denemelerinde ayni kiiltiir

sartlart uygulanmstir.
2.2.2. Ham ekstraktin hazirlanmasi

Bitki ekstraktlarin olusturulmasi1 ve takibindeki tiim deneyler Kocaeli
Universitesi Fen-Edebiyat fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya Arastirma

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Hedeflenen calismalar1 gergeklestirmek lizere artan stres kosullari varliginda
yetistirilen bitki materyallerinden ham ekstraktlar hazirlanmistir. Kontrol (2,92
g) ve 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM tuz stresi varhigindaki bitki (sirasiyla; 1,5,
2,08, 1,57, 2,85, 1,54 ve 2,63 g) 20 kat1 hacimdeki 50 mM sodyum fosfat (pH
7,0) tampon ile homojenize edilmistir.

15, 30, 60 dakika UV stresine (100-280 nm) maruz birakilan bitkilerden sirasiyla
2,32 ¢, 2,12 g ve 1,85 g agirhiginda bitki elde edildi ve bu bitkilerin agirliginin
20 kat1 hacminde 50 mM sodyum fosfat (pH 7,0) tampon ile homojenize edildi.

%5, %10, %20 ve %40 (w/v) konsantrasyonlarindaki PEG6000 ¢o6zeltisi ile
kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerden sirasiyla 2,32 g, 2,22 g, 255 ¢
vel,27 g’lik bitkiler elde edildi ve bu bitkilerin agirliginin 20 kat1 hacminde 50

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

0,1, 0,5, 1, 25 5 ve 10 mM ¢inko siilfat (ZnSO,4) ile muamele edilmis
bitkilerden sirasiyla 2,30 g, 2,26 g, 2,27 g, 1,79 g ve 1,10 g agirliginda bitkiler
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elde edildi ve bu bitkilerin agirliginin 20 kat1 haciminde 50 mM sodyum fosfat
(pH 7,0) tampon ile homojenize edildi.

0,1, 05, 1, 25 5 ve 10 mM molibdat (NaMoQO,) ile muamele edilmis
bitkilerden sirasiyla 1,58 g, 1,85 g, 1,55 ¢, 1,89 g, 0,79 g ve 0,30 g agirliginda
bitkiler elde edildi edildi ve bu bitkilerin agirliginin 20 kati haciminde 50 mM
sodyum fosfat (pH 7,0) tampon ile homojenize edildi.

Elde edilen tiim homojenizatlar kaba filtre kagidi ile filtre edilmis 14000g ve
+4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir (Sigma 4-16 K). Siipernatan kismi
bitkinin stres varliginda biyokimyasal parametrelerinin incelenmesi igin

kullanilmastir.
2.2.3. Antioksidan enzim aktivitesinin incelenmesi

Cesitli stres varhiginda ve yoklugunda (kontrol olarak) antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD; siiperoksit dismutaz, POD; peroksidaz, CAT; katalaz)

spektrofotometrik ve elektrofotometrik olarak incelenmistir.

SOD aktivitesi; NBT (Nitroblue tetrazolium)’nin 560 nm’de fotokimyasal
rediiksiyonunun incelenmesi ile belirlenmistir (Beauchamp ve Fridovich, 1973).
Reaksiyon, 75 mM NBT, 18 mM I-methionine, 0,1 mM EDTA (Etilendiamin
tetraasetik), 2 uM riboflavin ve enzim igeren toplam 3 mL 50 mM sodyum fosfat
tamponunda (pH 7,0) gergeklestirilmistir. Riboflavin en son karanlik ortamda
ilave edilmistir ve reaksiyon karisimi 30-W floresan 15181 altinda 15 dakika
inkiibe edilmistir. 1 iinite SOD aktivitesi %50 rediiksiyon inhibisyonunu

saglayan enzim miktar1 olarak tanimlanmaistir.

POD aktivitesi; pyrogallol oksidasyon yontemi ile incelenmistir. Reaksiyon; 10
mM pyrogallol, 100 pL seyreltilmis enzim ve 5 mM H20; igeren toplam 2 mL
50 mM sodyum fosfat tamponu icinde gergeklestirilmistir. Reaksiyon karigimi
25°C’de 5 dakika inkiibe edilmis ve enzimatik reaksiyon 1 mL 2,5 N H,SQO, ile
sonlandirilmis 425 nm’de artan absorbanslar kaydedilmistir. Enzim aktivitesi;
425 nm’de fosfat tampon i¢inde pyrogallol icin € (extinction coefficient) 2640

M*cm™ alinarak esitlik 1°de gosterildigi gibi hesaplanmustir. Enzim aktivitesi; 5
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dakikada 1 mg purpurogallin olusmasi igin gerekli olan enzim miktar1 olarak
tanimlanmustir (Valetti ve Pico, 2013.). Enzim aktivitesi Denklem (2.1)’deki gibi

hesaplanmustir.

POD aktivitesi = (% )X Reaksiyon hacmi (mL)

2.1)

Inkiibasyon siiresi(Dakika) x Enzim hacmi (mL)

CAT aktivitesi; 240 nm’deki absorbans azalmasi takip edilerek Ol¢lilmiistiir.
Reaksiyon 50 mM pH 7,0 sodyum fosfat tamponunda 10 mM H,0, ve uygun
oranda seyreltilmis enzimin 37°C’de 2 dakika inkiibe edilmesi ile
gerceklestirilmistir. Reaksiyon 1M HCI ile sonlandirilmistir. Bir unite enzim
aktivitesi 1 pmol H,0; pargalanmasi i¢in gerekli olan enzim miktar1 olarak
tammlanmistir (H20, igin & degeri 0,039 cm?umol ™) (Aebi ve dig., 1974).
Enzim aktivitesi Denklem (2.2)’deki gibi hesaplanmustir.

(% )X Reaksiyon hacmi (mL)

CAT aktivitesi = -
Inkiibasyon siiresi(Dakika) X Enzim hacmi (mL)

(2.2)

Tiim Ornekler i¢in protein miktar tayini Bradford yontemine gére yapilmistir

(EK-A).
2.2.4. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi

Lipid peroksidasyon seviyesi; malondialdehyde (MDA) igeriginin
belirlenmesine gore gerceklestirilmistir (Turan ve Tripathy, 2013).

MDA igerigi thiobarbituric acid (TBA) reaksiyonun gore belirlenmistir. 0,2 mL
ham enzim ekstrakt1 0,4 mL TBA reaktifi ile karigtirllmistir. TBA reaktifi 0,25
M HCI iginde %15 (w/v), TCA (trikloroasetik) asit ve %0,375 (w/v), TBA
icermektedir. Karigim 95°C’de 15 dakika karistirilmis ardindan buz banyosunda
sogurulmus ve 13000g°de 10 dakika santrifiij edilmistir. Orneklerin 532 ve 600
nm’deki absorbanslari kaydedilmistir. MDA igerigi ¢ degeri 156 mM™cm™
aliarak Denklem (2.3)’deki gibi hesaplanmustir.

[(Asa2-Asoo) / 156] x 10° x Seyrelme Faktorii (2.3)
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2.2.5. H,0; iceriginin belirlenmesi

H,0; igerigi; potasyum iyodiir (KI) reaksiyonu sonrasi spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Reaksiyon karisimi 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 ekstrakti
icermektedir. H,O, igerigini hesaplamak icin bilinen H,O, konsantrasyonlarinda

standart egri hazirlanmigtir (Doupis ve dig., 2011).
2.2.6. Elektroforetik analizler

SDS-PAGE analizi Bio-Rad Mini-Protean sistemi kullanilarak; %4 (v/v)
yikleme jeli ve %12 (v/v) ayirma jeli hazirlanarak gergeklestirilmistir (EK-B)
(Laemmli ve dig., 1970). Ornekler indirgeme ajan1 (SDS ve merkaptoetanol)
iceren yiikleme tampon ile 100°C’de 5 dakika kaynatilmislardir. Protein
markor’i olarak SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard (LC5925)
kullanilmistir. Elektroforez 100 V’da 10 dakika ardindan 120 V’da 2-3 saat
yiiriitiilerek gerceklestirilmistir. Yiirtitilen jeller giimiis boyama ile boyanmistir

(EK-C) (Blum ve dig., 1987).

SOD, POD ve CAT enzimlerinin elektrofotomerik analizleri denatiire edici
ozelligi olmayan %4 (v/v) yiikleme ve %12 (v/v) yiiriitme jeli hazirlanarak,
4°C’de, ilk 10 dakika 100 V ardindan 1-3 saat 120 V’da Biorad mini protean II

elektroforez sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Jel tizerinde SOD aktivite tayini su yonteme gore yapilmustir: yliiriitiilen jel 30
saniye araliklarla 3 defa saf su ile yikanip ardindan 750 uM NBT, 0,13 mM
metiyonin ve 20 mM riboflavin ile iki adet 30 W’lik floresan 151k altinda bantlar
belirginlesene kadar inkiibe edilmistir. SOD bantlar1 koyu mavi-mor arka alanda
transparan olarak belirlenmistir. SOD’un izoformlarimi belirlemek ig¢in yiiriitiilen
jeller ayrt ayr1 8 mM KCN ve 10 mM H,0; ile inkiibe edilmistir (Pan ve dig.,
2006).

Jel tizerinde POD aktivitesi, yiiriitiilen jelin oda sicakliginda; 50 mM (pH 7,0)
fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM pyrogallol ve 5 mM H;0, ile inkiibe

edilmesi sonucu turuncu-kahverengi bantlarin olusumu ile takip edilmistir.
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CAT aktivitesi ise, ylriitiilen jelin; 50 mM (pH 7,0) sodyum fosfat tamponunda
hazirlanan 10 mM H;0, ile 5 dakikalik inkiibasyonu ardindan koyu mavi arka
alanda transparan bantlar goriinene dek 50 mM (pH 7,0) sodyum fosfat
tamponunda hazirlanan 30 mM TEMED (Tetramethilethylenediamine), 2,5 mM
NBT (Nitro blue tetrazolium), 5 mM riboflavin igeren ¢ozeltide inkiibasyonu
sonucu belirlenmistir (Manchenko ve dig., 2002).
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Tuz Stresinin Incelenmesi
3.1.1. Tuzluluk stresinin bitkinin siirgiin ve kok parametrelerine etkisi

A. orientalis’in ¢esitli tuz konsantrasyonlarina karsi tepkilerini 6l¢gmek igin
tasarlanan deneyde 1 aylik kiiltiir periyodu sonucunda ¢esitli morfometrik veriler
toplanmistir. Buna gore, 25 mM NaCl konsantrasyonuna kadar siirglin sayisi
artarken daha yiiksek konsantrasyonlarda doza bagl olarak azalma gézlenmistir.
Siirgilin sayisinin ayrica 100 mM iizerindeki konsantrasyonlara karsi daha hassas
oldugu gozlemlenmistir. Diger yandan, siirgiin uzunluklar1 artan NacCl
konsantrasyonlarindan negatif yonde etkilenmislerdir (Sekil 3.1). A. orientalis
halofit bir bitki olmadig1 halde, veriler agik¢a gostermektedir ki kiiltiir ortamina
eklenen 25 mM konsantrasyondaki NaCl siirgiin ¢ogaltimini artirmaktadir. Bu
ortam bitki lizerinde gerceklestirilebilecek diger cogaltim caligmalarinda da
alternatif bir secenek olarak kullanilabilir. Kok gelisimi ise 100 mM NaCl
konsantrasyonuna kadar azalarak devam etmis, bu konsantrasyondan sonraki
seviyelerde ise tamamen baskilanmistir. Kok gelisiminde gozlenen biiyiik
orandaki baskilanma, sodyum ve kloriir iyonlarinin birikimine ve buna bagl
olarak ksilemden oksin aktariminin durdurulmasina bagli olabilir (Galvan-

Ampudia ve Testerink, 2011).

Bitkiler tuz stresini ortadan kaldirmak i¢in g¢esitli savunma stratejileri
gelistirmistir. Bunlardan bir tanesi dokularinda absisik asit ve sitokin
seviyelerinin yeniden diizenlenmesidir. Buna gore, sitokin seviyesi, kisa siireli
veya orta siddette tuz stresine maruz kalindiginda artirilirken, uzun siireli
kuraklik ve tuz stresine maruz kalindiginda azaltilir veya tamamen baskilanir
(Ha ve dig., 2012). Bu yiizden diisiik konsantrasyondaki NaCl eklenmis besi
ortamlarindan elde edilen siirgiin sayisindaki artig, sitokinin seviyelerindeki bu

gecici yiikselise baglanabilir.
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Sekil 3.1. NaCl konsantrasyonun A. orientalis’in siirgiin ve kok
parametreleri etkisi

3.1.2. Tuz stresinin bitkinin antioksidan enzim aktiviteleri uzerine

etkilerinin incelenmesi

Bitkilerde tuz stresi varliginda ROS seviyelerindeki artisa bagli olarak
antioksidan enzim aktivitelerinde degisiklik gozlenir (Wang ve dig., 2005).
SOD, ROS tarafinda olusturulan oksidasyon hasarinin tamiri agisindan 6nemli
bir antioksidan enzimdir (Gao ve dig., 2008). Sekil 3.2 artan tuz stresinde
bitkinin SOD enzim aktivitesine maruz birakilan degisiklikleri gézlemlemek i¢in

cizilen grafikleri gostermektedir.
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Sekil 3.2. Tuz stresinin olmadigi (kontrol) kosullarda (A) ve oldugu
kosullarda (B-G) A. orientalis’in SOD enzim aktivitesindeki degisikligi
belirlemek iizere ¢izilen grafik
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Sekil 3.2. (Devam) Tuz stresinin olmadig1 (kontrol) kosullarda (A) ve oldugu
kosullarda (B-G) A. orientalis’in SOD enzim aktivitesindeki degisikligi
belirlemek iizere ¢izilen grafik
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Elde edilen tiim grafik denklemlerinden yararlanilarak her bir stres kosulu i¢in
SOD aktivitesi belirlenmistir. Tiim stres kosullar1 i¢in protein analizlerinden
yararlanilarak olusturulan aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik

aktiviteyi (U/mg) iceren veriler Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Artan tuz stresi varliginda A. orientalis’in SOD miktar1 ve
aktivitesinde gozlenen degisim

Ornek Aktivite Protein Spesifik Aktivite
(U/mL) (mg/mL) (U/mg)
Kontrol (MS) 0,48 0,65 0,75
25 mM NacCl 0,69 0,75 0,92
50 mM NacCl 0,55 0,55 1,00
75 mM NacCl 0,60 0,80 0,76
100 mM NacCl 0,55 0,67 0,81
125 mM NacCl 0,57 0,70 0,82
150 mM NacCl 0,45 0,74 0,71

Artan tuz stresi varliginda A. orientalis’in SOD enzim aktivitesinde bir artis
gozlenmistir. Buna karsin en fazla spesifik aktivite artist, 50 mM NaCl
konsantrasyonu varliginda tespit edilmistir (Tablo 3.1). Artan antioksidan enzim
aktivitesi bitkinin tuz stresini tolere edebilme kapasitesini gostermektedir.
Benzer sonuglar tuza toleransli arpa, bezelye, yabani pancar, misir ve susamda
da elde edilmistir (Azevedo-Neto ve dig, 2005; Bor ve dig., 2003; Hernandez ve
dig., 2000; Koca ve dig., 2006; Seckin ve dig., 2010).

SOD’un yani sira POD; bir¢ok yiiksek bitkide bulunan ve lignifikasyon, bitkinin
tuz stresine ve agir metal stresine kars1 direng gostermesi gibi pek ¢ok dnemli
sliregte yer alan onemli bir antioksidan enzimdir (Gao ve dig, 2008). Tiim stres
kosullar1 i¢in protein analizlerinden yararlanilarak olusturulan POD aktivitesi
(U/mL), miktar1 (mg/mL) ve spesifik aktivitesindeki degisimler sekil 3.3’de

verilmistir.
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Sekil 3.3. Artan tuz konsantrasyonlart varliginda A. orientalis’in POD

miktar1 ve aktivitesinde gbzlenen degisim (MS: kontrol)

Buna gore artan tuz konsantrasyonlar1 varliginda POD aktivitesi artmis ancak
125 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda POD enzim aktivitesi kontrole
oranla sirasiyla %24 ve %27 oranlarinda azalmigtir. En fazla POD spesifik
aktivite 50 mM NaCl konsantrasyonu varliginda gézlenmistir. POD aktivite
bulgular ile birlikte biiyiime parametreleri de gbz Oniline alinirsa yiiksek tuz
konsantrasyonlarinin bitkinin POD enzim aktivitesini inhibe ettigi goriilmiistiir.
Yapilan bir¢ok ¢alismada tuz stresine bagl olarak iiretilen H,O,’1 elemine etmek
icin POD enzim aktivitelerinde belirli bir seviyeye kadar artisin meydana geldigi
bildirilmektedir (Bor ve dig., 2003; Meloni ve dig., 2003; Radic ve dig., 2006).

SOD ve POD enzimine ek olarak, CAT hidrojen peroksidi (H,O2) su ve
molekiiler oksijene yikarak canli sistemi oksidatif yilkimdan koruyan bir baska
onemli antioksidan enzimdir. Artan tuz stresi varliginda bitkinin CAT enzim

aktivitesinin degisimi Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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NaCl konsantrasyonu, (mM)

Sekil 3.4. Artan tuz konsantrasyonlar1 varliginda A. orientalis’in CAT
miktar1 ve aktivitesinde gézlenen degisim (MS: Kontrol)

Sekil 3.4’de goriildiigii gibi A. orientalis CAT min spesifik aktivitesi artan tuz
konsantrasyonu varliginda artmis, ve en yliksek degere (%123’liik artis ile) POD
aktivitesinde oldugu gibi 25 mM tuz konsantrasyonu varliginda ulasmistir. CAT
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icin spesifik aktivite (ve aktivite) artan tiim tuz konsantrasyonlarinda kontrolden
daha fazla bulunmustur. CAT aktivitesinde gozlenen bu artig bitkinin tiiriine
baglh olarak tuz stresi kosullarina Kkarsi gosterdigi savunma olarak
yorumlanabilir. Bulgularimiza paralel olarak tuza toleransli Hordeum marinum
L. (Seckin ve dig., 2010), Plantago maritima L. (Sekmen ve dig., 2007), Suaeda
salsa Pall. (Cai-Hong ve dig., 2005), Bruguiera gymnorrhiza (L.) Lamk.
(Takemura ve dig., 2000) tiirlerinde yapilan ¢alismalarda da CAT seviyelerinin

tuz stresi altinda arttig1 rapor edilmistir.

Artan tuz stresi varliginda aktivite degisimi incelenen CAT ve POD antioksidan
enzimin de 50 mM tuz konsantrasyonu varliginda, SOD antioksidan enziminde
ise 75 mM tuz konsantrasyonun artist gozlenmis olup, en fazla CAT
aktivitesinin artig yoniinde indiiklendigi ancak POD aktivitesinin tuz stresine

yanit olarak azaldig1 gézlemlenmistir.
3.1.3. Tuz stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi iizerine etkisi

ROS membran lipidlerinin oksidasyonuna sebep olarak membran gegirgenligini
degistirmekte ve hiicrenin Sliimiine sebep olabilmektedir. MDA membran lipid
peroksidasyonunun bir iirintidiir ve hiicre hasarinin seviyesini gosterir. Sekil 3.5
A. orientalis’in artan tuz stresi varliginda MDA igeriginde gézlenen degisim

gostermektedir.
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Sekil 3.5. Artan tuz stresi varliginda A. orientalis’in MDA igeriginin degisimi
(MS: Kontrol)

MS 25

Buna gore artan tuz stresi ortaminda MDA igerigi en fazla 150 mM NaCl
varliginda goriilmiistiir. Bu durum bitkinin diisiik tuz konsantrasyonunu tolere
ederken yiiksek tuz konsantrasyonu varliginda bitkide hiicresel hasarin

olustugunun gostergesidir. Diisiik tuz varliginda gozlenen tolerasyonun bitkinin
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artan tuz stresi varliginda artan SOD, POD ve CAT aktivitelerinden dolay1
oldugu sanilmaktadir. Yildiztugay (2011) tarafindan Centaurea lycaonica
gergeklestirilen yaptigi c¢alismada da benzer sonuglar goézlenmistir. MDA
seviyesi 150 mM tuz stresi altinda kontrol grubuna oranla arttigini tespit

etmistir.
3.1.4. Tuz stresinin bitkinin H,O; seviyesi iizerine etkisi

Stres kosularinda; H,O,, ROS sinyal molekiilii olarak rol oynar. Bu nedenle,
bitkinin savunma sistemi i¢in biiyiikk 6nem tasir. ROS un enzimatik yikimi SOD,
POD ve CAT gibi antioksidan enzimler ile gergeklestirildiginden H,O, bu
antioksidan enzimlerin aktivite artisina da sebep olabilmektedir. Bu ¢alismada
artan tuz stresi kosullarinda bitkinin HyO, seviyesi artmis olup ve degisim Sekil

3.6°da gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Artan tuz stresi kosullarinda A. orientalis’in H,O, degisimi

Yapilan denemeler sonucunda tuz stresi altinda biyiitillen bitkinin H;0,
seviyesinde artig belirlenmis olup, en fazla artisin 125 ve 150 mM NaCl
stresinde oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.6). Benzer sekilde, Tuna (2016) domates
(Lycopersicon  esculentum  Mill.) bitkisiyle yaptigt calismada tuz
konsantrasyonun artmasina bagl olarak H,O, miktarininda artigini, en yiiksek
H20, miktarinda 150 mM NaCl varlifinda oldugunu saptamistir. Artan tuz
stresine bagli olarak H,O, seviyelerindeki degisimin birbirini takip eden artis ve
duraksama seklinde oldugu gozlenmistir. Bu durumun stres sonucu artan SOD
aktivitesindeki artisin 6nce H,O,’nin artisina sebep olmasi, ancak akabinde POD
ve CAT aktivitelerinin de artis1 ile HO2 nin bir kisminin yikilmast sonucu ROS

seviyesinin stabil kalmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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3.1.5. Tuz stresi kosullarinda yetistirilen bitkinin elektroforetik analizleri

Sekil 3.7 artan tuz stresi kosullarinda bitkiye ait SOD enziminin zimogramini
gostermektedir. Tuz stresine maruz birakilan ve birakilmayan bitkide SOD
aktivitesi i¢in li¢ farkli bant belirlenmistir. Bantlarin hangi izozime ait oldugunu
belirlemek i¢in KCN ve H,0, ile muamele edilmesi gerekir. KCN tuzu, SOD
izozimlerinden Cu/Zn-SOD aktivitesini inhibe ederken H,O, ise Cu/Zn-SOD ve
Fe-SOD aktivitelerini ayn1 anda inhibe etmektedir. Bu bilgiler 1s18inda sekil
3.7°de gozlenen ilk bant her iki inhibitérden etkilenmedigi i¢in Mn-SOD olarak
adlandirlmustir. Ikinci bant ise her iki inhibitérden etkilenmistir. Bu nedenle
Cu/Zn-SOD olarak tayin edilmistir. son bant ise KCN’den etkilendigi i¢in Fe-
SOD olarak adlandirilmastir.

25 50 75 100 125 150
D (mM) (@M) (mM) (M) (mM) MS

— Mn-SOD

~—=+ Cu/Zn-SOD
— Fe-SOD

B Mn-SOD
— Fe-SOD
c
—— Mn-SOD

Sekil 3.7. Artan tuz stresi kosullarinda A. orientalis’in SOD
aktivitesi i¢in zimogram resmi. A: inhibitorsiiz kosullardaki
SOD aktivitesi, B: 8 mM KCN varliginda, C: 10 mM H;0,
varliginda. Seklin tizerindeki rakamlar ise maruz birakildigt
NaCl konsantrasyonunu ifade etmektedir (MS: Kontrol)

POD enziminin zimogram analizi sonucu A. orientalis’te tek bant olusumu
gozlemlenmistir (Sekil 3.8). Ayrica artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak
bantin yogunlugunda bir azalma gozlenmemistir. Bu sonu¢ POD aktivitesinin

spektrofotometrik sonuglari ile de uyumludur.
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Sekil 3.8. Artan tuz stresi kosullarinda A.
orientalis’in POD aktivitesi i¢in gergeklestirilen
zimogram resmi

CAT enziminin zimogram analizi Sekil 3.9’da gosterilmektedir. POD
aktivitesinde oldugu gibi jel ilizerinde CAT enzimine ait tek bant gbzlenmistir.
Bu sonug¢ CAT aktivitesinin spektrofotometrik sonucu ile uyumludur.

25 50 75 100 125 150

Sekil 3.9. Artan tuz stresi kosullarinda A.
orientalis’in CAT aktivitesi i¢in gergeklestirilen
zimogram resmi

Spektrofotometrik analizin yani sira tuz stresine maruz birakilmig ve
birakilmamis bitkinin protein miktarlari SDS-PAGE analiz olarak da incelenmis
ve bulgular Sekil 3.10°da gosterilmistir. Buna gore, Sekil 3.10’a gore; diger tuz
konsantrasyonlarinda  goriiniir  iken; 100, 125 ve 150 mM NaCl
konsantrasyonlarinda  uygulanan tuz stresinde 81 kDa’luk protein
gozlenebilirligini yitirmistir. Fakat ayn1 yiiksek tuz konsantrasyonlarinda 64
kDa’luk yeni bir protein gézlenmistir. 64 kDa’luk tuz konsantrasyonlarinda (25,
50 ve 75 mM NaCl) ve kontrol grubunda goériilmemektedir. Ayrica 125 ve 150
mM NaCl stresi varhiginda 19 kDa’luk keskin bir bandin varligi belirlenmistir.
Bu durum stres kosullarinda bazi polipeptidlerin sentezinin baskilandig:

bazilarmin ise artis yoniinde indiiklenmesi ile agiklanabilir.
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Sekil 3.10. Tuz stresi kosullarinda A. orientalis’in
SDS-PAGE analizi. M: Protein markoér, 1, 2, 3, 4, 5,
6 ve 7 numarali kuyucuklar sirasiyla kontrol, 25, 50,
75, 100, 125 ve 150 mM NaCl konsantrasyonuna
maruz birakilan bitki ekstraktlarini ifade etmektedir.
Her kuyucuga 15 pg protein yiiklenmistir

3.2. Kuraklik Stresinin incelenmesi
3.2.1. Kuraklik stresinin bitkinin siirgiin ve kok parametrelerine etkisi

Bitki iizerinde denenen tiim polietilenglikol 6000 (PEG6000) konsantrasyonlari
stirgiin say1s1 ilizerinde 6nemli bir etki yapmazlarken siirglin uzunlugunu 5 mg/L
den itibaren negatif yonde etkilenmistir. Konsantrasyon arttik¢a siirgiin
uzunlugunun azaldig1 goriilmektedir. Kok sayisinda kontrole kiyasla en diistik
konsantrasyondaki uygulama dahi yaklasik %75 oraninda azalma belirlenmistir

(Sekil 3.11). Ayn1 durum kok uzunluklar i¢in de gecerli olmustur.
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Sekil 3.11. PEG6000 konsantrasyonlarmin A. orientalis’in siirgiin ve kok
parametrelerine etkileri

Artan PEG konsantrasyonlarinda 6zellikle kok gelisim parametrelerinin
tamamen baskilandig1 goriilmektedir (Sekil 3.11). Bu stres faktoriiniin siirgiin
gelisimine negatif etkileri ise koke olan etkilerine kiyasla daha sinirli kalmistir.
Bu ylizden bitkinin dis ortama alistirma ¢alismalarinda ve dogaya aktariminda

etkin bir koklendirme protokoliiniin gelistirilmesi 6nemli goziikkmektedir.
3.2.2. Kuraklik stresinin bitkinin antioksidan aktiviteleri iizerine etKisi

Kuraklik stresinin ROS iiretimini arttirmasindan dolay1 bitkinin fizyolojik ve
biyolojik o6zellikleri tizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Cruz de Carvalho,
2008). Sekil 3.12 artan kuraklik stresinde bitkinin SOD enzim aktivitesindeki

degisiklikleri gbzlemlemek i¢in ¢izilen grafikleri gdstermektedir.
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Sekil 3.12. Kuraklik stresinin olmadigi (Kontrol) kosullarda (A) ve oldugu
kosullarda (B-E) A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek iizere

cizilen grafik

Elde edilen grafik denklemlerinden yararlanilarak her bir stres kosulu i¢cin SOD
aktivitesi belirlenmistir. Tim stres kosullar1 i¢in protein analizlerinden

yararlanilarak olusturulan aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik
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aktiviteyi (U/mg) igeren veriler Sekil 3.13°de gosterilmistir. Buna gore, Artan
kuraklik stresi varliginda A. orientalis’in SOD enzim aktivitesi (U/mL) de
artmig, en yiiksek artis %168 oran ile %5’lik (w/v) PEG6000 konsantrasyonu

varliginda belirlenmistir.

Oksidadif stres sonucu ortaya cikan aktif oksijen tiirevlerinden siiperoksit
radikalinin yok edilmesinden sorumlu olan SOD enzim aktivitesi tuz ve kuraklik
stres kosullarinda siireye bagli olarak artis gostermistir. Karanlik (2001)
bitkilerin tuz stresi siiresince artan diizeyde O, iirettigini ve biinyelerinde SOD
enzim aktivitesinin artis1 ile bu radikallerin yok etmeye c¢aligtiklarini ifade
etmistir. Tiirkan ve dig. (2005), fasulye (Phaseolus vulgaris) ve tepary bean
(Phaseolus acutifolius) tiirlerinde kuraklik stresi sonucu SOD enzim
aktivitesinde artis meydana geldigini, bu artisin kurakliga dayanikli olan tepary
bean (Phaseolus acutifolius) tiirtinde ise daha fazla oldugunu bildirmislerdir.
Yong ve dig. (2006), kuraklik stresi sonucu SOD enzim aktivitesinde artis
meydana geldigini ancak ilerleyen stres sonucu enzim aktivitesinde azalma
meydana gelebilecegini bildirmistir. Bu calismalar, elde edilen bulgular

dogrular niteliktedir.

1.4 A OSpesifik Alktivite (U/mg) @Aktivite (U'mL) @ Protein (mg/mL)

SOD

MS

5 10 20 40
PEG6000 konsantrasyonu, (% w/v)

Sekil 3.13. Artan kuraklik stresi kosullarinda A. orientalis’in SOD miktari
ve aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

Kuraklik stresinin diger bir antioksidan enzim olan POD iizerine etkisi de
calisilmustir. Sekil 3.14°de goriildiigii gibi kuraklik stres kosullar1 A. orientalis’in
POD aktivitesini arttirmis ve buna bagli olarak tiim kuraklik stresi kosullarinda
POD spesifik aktivitesi de artmistir. Reddy ve dig. (2004) dut meyvesinde,
Sharma ve Dubey (2004) celtikte, Liu ve dig. (2009) hiyarda yaptiklar
caligmalarda kuraklik stresi sonucu POD aktivitesinde artis meydana geldigini
ifade etmislerdir.
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Sekil 3.14. Artan kuraklik stresi kosullarinda A. orientalis’in POD miktar1 ve
aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

Artan kuraklik stresi kosullarinda bitkinin CAT enzim aktivitesinde gozlenen
degisim grafigi Sekil 3.15°de gosterilmistir. Sekil 3.15°de goriildiigi gibi A.
orientalis CAT aktivitesi artan kuraklik stresi kosullarindan etkilenmemekle
birlikte degisen stres kosullarina bagli olarak, degisen protein miktarlarindan
dolay1 kuraklik stresi arttikca CAT enzimini spesifik aktivitesinde degismeler

gozlenmistir.

Kuraklik stresi kosullarinda biiyiitiilen diger bitkilerde test edilen CAT aktivite
analizlerine yonelik ¢aligmalarda mevcuttur. Jung ve dig. (2004), Arabidopsis
bitkisinde kuraklik stresi sonucu, geng¢ yapraklarda CAT aktivitesinin azalma
gosterdigi, yash yapraklarda ise % 33 diizeyinde arttigi saptamistir. Tiirkan ve
dig. (2005), kuraklik stresinin bitkide biyokimyasal degisimleri beraberinde
getirdigini ifade ederken, fasulye (Phaseolus vulgaris) ve tepary bean
(Phaseolus acutifolius) tiirelerininde kuraklik stresi ile birlikte CAT aktivitesinin
artis gosterdigini bulunmustur. Ayrica, Reedy ve dig. (2004) dut meyvesinde;
Yong ve dig. (2006) geven (Radix astragalia) tiiriinde; Sanchez-Rodriguez ve
dig. (2010) domateste yaptiklari g¢aligmalarda kuraklik stresinin CAT enzim
aktivitesinde artisa neden olduguinu bildirmislerdir. Arastirmacilarin ortaya

koymus olduklar1 sonuglar bu ¢aligmayla paralellik gostermektedir.
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0.80 1 DSpesifik aktivite. (U/mg)  DAktivite. (U/mL) M Protein. (U/mg)
0.60 4

0.40 -

CAT

MS 5 10 20 40
PEGG6000 konsantrasyonu, (%)

Sekil 3.15. Artan kuraklik stresi kosullarinda A. orientalis’in CAT miktar1 ve
aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

3.2.3. Kuraklik stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi iizerine etkisi

Sekil 3.16 A. orientalis’in artan kuraklik stresi kosullarinda MDA igerigini
gostermektedir. Buna gore, artan kuraklik stresinin A. orientalis’in MDA
iceriginde dnemli bir degisiklige neden olmadig1 sdylenebilir. MDA igerigindeki
en fazla artis %40 (w/v) PEG6000 varliginda belirlenmistir. Bu durum bitki
hiicrelerindeki hasarin en fazla %40°lik (w/v) PEG6000’de oldugunu
gostermektedir. Lanlan ve dig. (2006) kuraklik stresinde MDA miktarinda artis
meydana geldigini ifade etmistir. Tirkan ve dig. (2005); Valentovic ve dig.
(2006) musirda; El-Tayeb (2006) baklada yaptiklari ¢alismalarda kuraklik
stresinin bitkide MDA miktarinda artisa neden oldugunu vurgulamiglardir.
Literatiirden elde edilen bulgular, ¢alisma bulgulariyla uyumludur.

0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20

0.10
0.00 +

HH

1

H

H

MDA, (pmol/g)

MS ' 5 ' 10 ' 20 ' 40
PEG6000 konsantrasyonu, (% w/v)

Sekil 3.16. Artan kuraklik stresi kosullarinda A. orientalis’in MDA

iceriginin degisimi (MS: Kontrol)
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3.2.4. Kuraklik stresinin bitkinin H,O; seviyesi iizerine etkisi

Kuraklik stresinin bitkinin H,O, icerigine etkisi Sekil 3.17°de gosterilmistir.
Sekilde goriildiigii gibi, %5’lik (w/v) PEG6000 konsantrasyonundan itibaren
bitkinin H202 igeriginde artis gozlenmistir. Ancak daha yiiksek kuraklik
sartlarinda (%40 w/v PEG6000) bitkinin H202 seviyesinde dramatik artis
belirlenmistir. Benzer durum MDA igeriginde de gézlenmis olup bitkinin yiliksek
kuraklik sartlarinda artan tahribatiyla ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Bagci
(2010) nohut (Cicer arietinum L.) ile yaptig1 calismada H,O; igeriginin

kuraklik uygulamasi nedeniyle 6nemli diizeyde arttig1 tespit edilmistir.

12,00
8,00
4,00

e
o
<

H,0, icerigi, (umol)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
PEG6000 konsantrasvonu. (% w/v)

Sekil 3.17. Artan kuraklik stresi kosullarinda A. orientalis’in H,0,

seviyelerinde gozlenen degisim grafigi

3.2.5. Kuraklk stresi kosullarinda yetistirilen bitkinin elektroforetik
analizleri

Stres altinda biiyiitillen bitkilerde SOD, POD ve CAT enzimlerinin zimogram
analizleri gerceklestirildi. Sekil 3.18 artan kuraklik stresi kosullarinda bitkinin
SOD enziminin zimogram analizini gostermektedir. Kuraklik stresinin artmasina
bagli olarak SOD izozim bantlarinin keskinliginde azalmalar gozlenmistir. Bu

bulgu, SOD aktivitesinin spektrofotometrik sonuglari ile uyumludur.
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%40 %20 %10 %35
(w/v) (w/iv) (w/v) "

e Cu/Zn-SOD
——=Fe-SOD

Sekil 3.18. Artan kuraklik stresi kosullarinda
A. orientalis’in SOD aktivitesi i¢in zimogram
resmi. Seklin tiizerindeki rakamlar maruz
birakildigi NaCl konsantrasyonunu ifade
etmektedir

A. orientalis’in artan kuraklik stres, kosullarindaki POD enzimi igin yapilan
zimogram analizi Sekil 3.19°da gosterilmektedir. Strese bagli olarak POD
aktivite siddetinin degismedigi sdylenebilir. Bu sonu¢ POD aktivitesinin

spektrofotometrik sonuglari ile de uyumludur.

%040 %20 %10 %5
wiv (A% wiv

Sekil 3.19. Artan kuraklik stresi
kosullarinda A. orientalis’in POD
aktivitesi i¢cin gerceklestirilen
zimogram resmi

CAT aktivitesinin zimogram analizi ise Sekil 3.20’de gosterilmektedir. Artan
kuraklik stresi kosullarinda da jel iizerinde CAT aktivitesi gdzlenmistir. Bu

sonug CAT aktivitesinin spektrofotometrik sonuglari ile de uyumludur.

%40 %20 %10 %5
(wiv)

Sekil 3.20. Artan kuraklik stresi
kosullarinda A. orientalis’in CAT
aktivitesi igin gergeklestirilen zimogram
resmi
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Son olarak kuraklik stresine maruz birakilmig ve birakilmamig protein profili
SDS-PAGE analizi yapilarak incelenmis ve Sekil 3.21°de gosterilmistir. Sekil
3.21°e gore; artan kuraklik stresi kosullarinda 29 kDa’luk yeni bandin olusumu
gozlenmistir ve bu bandin keskinligi %5 (w/v) PEG6000 konsantrasyonunda
daha siddetli olarak gozlenmistir. Bunun yani sira siddeti her bir kuraklik
kosulunda farkli olmasina ragmen uygulanan tiim kuraklik stresleri 55 ve 40
kDa’luk yeni protein bantlarinin olusmasina sebep olmustur. Bu bulgu, kuraklik
stresinin protein sentez mekanizmasini etkileyerek bazi proteinlerin tiretilmesini

uyardigina isaret etmektedir.

WWa M 5 10 20 40 MS
250 '
150
100
75

1 55 kDa
50

37 ] 40 kDa

29 kDa

[T
[= R ]

10

Sekil 3.21. Kuraklik stresi kosullarinda A.
orientalis’in SDS-PAGE analizi. M: Protein
markér, 5, 10, 20 ve 40 numarali kuyucuklar
sirastyla kontrol, %5 (w/v), %10 (w/v), %20
(wiv) ve %40 (wWiv) PEG6000
konsantrasyonlarim1 ve MS Kkontrol &rnegi
(kuraklik stresine maruz birakilmayan) ifade
etmektedir. Her kuyucuga 15 pg protein
yiiklenmistir
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3.3. UV Stresinin Incelenmesi
3.3.1. UV stresinin bitkinin siirgiin ve kok parametrelerine etkisi

UV sadece epidermal degil ayn1 zamanda mezofil hiicrelerine de olumsuz etki
yaptig1 bilinmektedir (Bornman ve dig., 1983). UV radyasyonu, siirgiin sayisi
tizerinde 6nemli bir etki yapmadig1 ancak kisa siireli UV-B uygulamas: siirgiin
uzunlugunu arttirdigint gostermistir (Sekil 3.22). Diger yandan, Ravindran ve
dig. (2010) Indigofera tinctoria L. ile yaptigi ¢alismada, UV-B radyon
uygulanmasinin artmasi sonucunda silirgiin uzunlugu, taze agirlik ve yaprak
alaninda azalmalar oldugunu saptamistir. Teramura ve Murali (1986) UV-B

stresinin soya fasulyesinin biiylimesini azalttigini tespit etmistir.

4

ol
n

B Kontrol

@15

330

UV uygulamalan (dak.)

860

Say1 ve Uzunhik Ortalamalan (No ve cm)
~
»~ n

Siirsiin Sayist " Ssaall g h VKo‘k Sayist h kok Uzunh;g'u
Sekil 3.22. UV uygulamalarinin A. orientalis’in siirgiin ve kok
parametrelerine etkileri

3.3.2. UV stresinin bitkinin antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkileri

Antropojenik yasam ozon tabakasindaki stratosferik ozonun azalmasina neden
olmakta ve bu da ultraviyole 1ginlarinin yeryiiziine ulagsmasina neden olmaktadir.
Bu stres faktoriine karsi bitkinin savunma mekanizmasinin anlasilmasi ig¢in
SOD, POD ve CAT antioksidan enzimlerinin aktiviteleri incelenmistir. SOD

enzim aktivitesi degerleri Sekil 3.23’de gosterilmistir.
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Sekil 3.23. UV-B stresinin olmadigi (Kontrol) kosullarda (A) ve oldugu
kosullarda (B-C) A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek iizere

cizilen grafik

% inhibisyon O
N A OO @©
o O O o o

Elde edilen tiim grafik denklemlerinden yararlanilarak her bir stres kosulu i¢in
SOD aktivitesi belirlenmistir. Tiim stres kosullar1 i¢in protein analizlerinden
yararlanilarak olusturulan ve aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik

aktiviteyi (U/mg) iceren veriler Sekil 3.24°de verilmistir.
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OSpesifik aktivite, (U/mg)  BAktivite, (U/mL) B Protein. (mg/mL)
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00 +

SOD

MS 15 UV. (dakika) 30 60
Sekil 3.24. Artan UV-B stresi kosullarinda A. orientalis’in SOD miktar1 ve
aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

Artan UV stresi, A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini (U/mL) ve protein
degerini 6nemli Slgiide diisiirmiis, bu durum da enzimin spesifik aktivitesinin
azalmasina neden olmustur. Elde edilen bulgu tesadiif degildir. Ciinkii UV nin
aminoasitleri hedef alarak protein ve enzim yapilarinda degisiklige sebep olarak
aktiviteleri tizerinde olumsuz etki gosterdikleri bilinmektedir (Hightoner ve dig.,

1994).

UV stresinin bitkinin POD enzim aktivitesi iizerine etkisini gosteren veriler
Sekil 3.25’de verilmistir. Artan UV stresi kosullarinda A. orientalis’in POD
aktivitesi (U/mL) ve protein miktar1 (mg/mL) azalmistir. Fakat buna bagli olarak
enzimin spesifik aktivitesinde artis gdzlenmis olup en fazla artig 15 dakikalik
UV stres kosulunda kaydedilmistir. Benzer bir sekilde, Yannarelli ve dig. (2006)
yaptig1 ¢alismada, UV-B radyasyonuna bagli olarak POD spesifik aktivitesinde

kontrole oranla artma oldugu rapor edilmistir.

1.50 1 D Spesifik aklivite, (Ung) O Aktvile, (U/l)  ®Protein. (ng/inl)
= 1.00
e
0.50
0.00 T T T -
15 . 30 60
MS UV. (dakika) ~ ’

Sekil 3.25. Artan UV-B stresi kosullarinda A. orientalis’in POD miktari
ve aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

Artan UV stresi kosullarinda bitkinin CAT enzim aktivitesinin degisimi Sekil
3.26’da gosterilmistir. Sekil 3.26’da goriildiigii gibi A. orientalis CAT
aktivitesinde ve spektrofotometrik olarak Olgiilen protein miktarinda azalma

gozlenmis, buna bagli olarak da enzimin artan UV-B stresi kosullarinda spesifik

50



aktivite degerlerinde azalis tespit edilmistir. Yannarelli ve dig. (2006) yaptigi
calismada UV-B stresinin  Arabidopsis thaliana'min katalaz aktivitesinde bu

calismaya benzer sekilde azalma gozlenmistir.

0.80 + OSpesifik aktivite, (U/mg) @ Aktivite, (U/mL) & Protein, (mg/mL)

0.60 4

K Ms IS UV, (dakika) 0 60
Sekil 3.26. Artan UV stresi kosullarinda A. orientalis’in CAT miktar1 ve
aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

Spekrofotometrik analizler UV-B stresine maruz kalan bitkilerde siireye bagh
olarak SOD, POD ve CAT enzim aktivitelerinde azalma oldugu ortaya ¢ikmustir.
Diger yandan, UV-B stresine 15 dakika maruz birakilan bitkilerde bitki bagina

tiretilen POD ve CAT miktarlari strese kars1 verilen tepki niteliginde artmustir.
3.3.3. UV stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi iizerine etkisi

Sekil 3.27 A. orientalis’in artan UV stresi kosullarinda MDA igerigini
gostermektedir. Artan UV-B stresine bagli olarak A. orientalis’in MDA
iceriginin de arttig1r gézlenmistir. MDA icerigindeki en fazla artis 60 dakikalik
UV stres kosulunda belirlenmistir. Bu durum bitki hiicrelerindeki hasarin en
fazla 60 dakika UV uygulamasinda oldugunu gostermektedir. Benzer sonuglar,
Queiroz ve dig. (1998) Coffea arabica, Bailly ve dig. (1996)’nin ise Helianthus

annuus ile yaptig1 caligmalarla vurgulanmugtir.
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0.60 1
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Sekil 3.27. Artan UV-B stresi kosullarinda A. orientalis’in MDA
iceriginin degisimi (MS: Kontrol)
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3.3.4. UV stresinin bitkinin H,O, seviyesi iizerine etkisi

UV stresinin bitkinin H,0O, igerigine etkisi Sekil 3.28’de gdsterilmistir. Buna
gore, UV-B 1sinina maruz kalma siiresi arttik¢a hiicredeki H,O, seviyesi de
arttirmistir. Artan UV-B stres kosullarinda antioksidan enzimlerde gozlenen

azalmanin H,O; miktarinda artisa sebep oldugu soylenebilir.

7.00

= 6.00 _
g —
= 5.00 4 T
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2 400 1
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= 0 15

0yv, (dakika) * 60
Sekil 3.28. Artan UV-B stresi kosullarinda A. orientalis’in Hy0,
seviyelerinde gozlenen degisim

3.3.5. UV stresi kosullarinda yetistirilen bitkinin elektroforetik analizleri

UV-B stresine farkl siirelerde maruz birakilan bitkilerdeki SOD, POD ve CAT
aktivitelerindeki degisim ayrica elektrofotometrik olarak analiz edilmistir. Sekil
3.29 artan UV stresi kosullarinda bitkinin SOD enziminin zimogram analiz

sonucunu gostermektedir.

30 15

— Mn-SOD

—Cu/Zn-SOD
— Fe-SOD

Sekil 3.29. Artan UV stresi kosullarinda
A. orientalis’in SOD aktivitesi igin
gergeklestirilen zimogram resmi. Seklin
iizerindeki rakamlar ise maruz birakildig
UV stresinin dakikasini ifade etmektedir

UV stresinin artisina bagli olarak SOD enzim aktivitesinde kontrol grubuna
oranla siire artisina bagli olarak spektrofotometrik azalma belirlenmistir. Bu
azalma jel tizerinde de dogrulanmistir. SOD izozimlerinden Mn-SOD ve Cu/Zn-
SOD’lara ait bantlarin keskinliginde stres artisina bagli olarak azalma
gbzlenmistir (Sekil 3.29).
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A. orientalis’in artan UV stres kosullarindaki POD enzimi i¢in zimogram analiz
sonucu Sekil 3.30°da gosterilmektedir. Sekil 3.30’da da gortldiigii gibi 15 ve 30
dakikalik UV-B 1simina maruz birakilan bitkilerde POD aktivitesi jel iizerinde
keskin olarak goriilmekte, 60 dakika maruz birakilan bitkilerde daha az
yogunlukta olmasina ragmen gézlemlenmistir.

60 30 15
' (Dak.)

Sekil 3.30. Artan UV-B stresi
kosullarinda A. orientalis’in  POD
aktivitesi igin gergeklestirilen zimogram
resmi (MS: Kontrol)

CAT aktivitesinin zimogram analizi Sekil 3.31°de gosterilmektedir. Artan UV
stresi kosullarinda da spektrofotometrik analizde oldugu gibi jel tizerinde CAT
aktivitesi gézlenmistir. Bu bulgu CAT aktivitesinin spektrofotometrik sonuglari

ile uyumludur.

60 30 15

MS

Sekil 3.31. Artan UV stresi kosullarinda A.
orientalis’in CAT aktivitesi igin
gergeklestirilen  zimogram  resmi  (MS:
Kontrol)

Elektrofotometrik analizlerde son olarak UV-B stresine maruz birakilmis ve
birakilmamig bitkinin protein profili irdelenmistir. Sekil 3.32°de gosterildigi
lizere proteinlere ait bantlarin keskinligi UV-B stresine maruz birakilan siire

arttik¢a azalmistir.
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Sekil 3.32. UV stresi kosullarinda A.
orientalis’in SDS-PAGE analizi. M: Protein
markor, 60, 30, 15 kuyucuklar sirasiyla 60, 30
ve 15 dakika UV 1s18ina maruz birakilan bitki
orneklerini, MS kontrol o6rnegi (UV stresine
maruz birakilmayan) ifade etmektedir. Her
kuyucuga 15 pg protein yiiklenmistir

15 ve 30 dakikalik UV-B stresi kosullarinda 6zellikle 29, 40, 50 ve 55 kDa’luk
yeni protein bantlarmin olustugu fakat bu bantlarin 60 dakikalik UV-B stres
kosulunda tamamen kayboldugu gézlenmistir. Bu durum stresle bas etmek tizere
bazi proteinlerin sentezinin uyarildigi, ancak artan stres kosullarinda proteinlerin
yapisinda meydana gelen bozulmalar sebebiyle UV-B stresi altinda

kaybolduklarini diistindiirmektedir.
3.4. Zn*? Stresinin Incelenmesi
3.4.1. Zn"? stresinin bitkinin siirgiin ve kok parametrelerine etkisi

Deneylerden elde edilen sonuglara gore kontrol grubuna oranla siirgiin
sayisindaki artis diigiik konsantrasyonlardaki ilk ii¢ uygulama grubunda (0,1, 0,5
ve 1,0 mM) gézlemlenmis bu konsantrasyonlarin {izerindeki seviyelerde (2,5, 5

ve 10 mM) ise negatif yonde etkilenme ortaya ¢ikmistir. Siirgiin uzunluguna en
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olumlu etkiyi 0,5 mM ZnSO, konsantrasyonu ile takviye edilen besi ortami
yapmistir. 1,0 mM konsantrasyondan yiiksek seviyelerde ise silirglin uzunlugu
kontrole oranla azalmistir (Sekil 3.33). Literatiirde ¢inko stresinin, siirgiin sayisi
ve uzunlugu, kok sayist ve uzunluguna olan etkisine benzer bir ¢alismanin

bulunmamasi bu ¢alismada elde edilen bulgular literatiirde ilk olacaktir.

1.8 -
a
16 1 agh 2 ab
. 14 b P
g b pKontrol
5 121 — @0.1
g | C 3
14 | B0.5 ‘é’
e 8
08 4 | 1.0 5‘
o ©b2.5 g
0.6 4 [ 5]
=) o @50 o
4 o ]
g 041 @100 &
0.2 5;' o
< 29 i rbbbb
0 = = T T 2 T 1
Stirgiin Sayist Stirgiin Uzunhifu Kok Sayist Kok Uznnlugu

Sekil 3.33. ZnSO,; uygulamalarinin A. orientalis’in siirgiin ve kok
parametrelerine etkileri

3.4.2. Zn"? stresinin bitkinin antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkileri

Zn*2 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinin bitkinin fizyolojik ve
biyolojik parametreleri iizerine etkileri spektrofotometrik olarak incelenmistir.
Artan Zn*? konsantrasyonlarindan olusan agir metal stresi varliginda SOD enzim

aktivite degerleri Sekil 3.34’de gosterilmistir.
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Sekil 3.34. Zn*? stresinin olmadigi (Kontrol) (A) ve oldugu (B-F)
kosullarda A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek tizere ¢izilen
grafik
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Elde edilen tiim grafik ve grafik denklemlerinden yararlanilarak her bir stres
kosulu icin SOD aktivitesi belirlenmistir. Tim stres kosullar1 igin protein
analizlerinden yararlanilarak olusturulan ve aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve
spesifik aktiviteyi (U/mg) iceren veriler Sekil 3.35°de verilmistir. Artan Zn*?
stresi A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini (U/mL) ve protein degerini 6nemli
Olgiide diisiirmiis, artan agir metal stresi ile bitkinin spesifik aktivitesi ise
azalmistir. Tavallali (2009) Pistacia vera L. ile yaptig1 calismada benzer
sonuglar elde edilmistir. Cinkonun yiiksek konsantrasyonlarda enzim iizerinde
gostermis oldugu olumsuz etki enzimin dogal kofaktorii yerine gecerek

aktiviteyi inhibe etmesi seklinde aciklanabilir (Van Assche ve dig., 1990).

0.8 7 DSpesifik aktivite, (U/mg) = Aktivite, (U/mL) & Protein, (mg/mL)

MS 0,1 0,5 1 2,5 5 10
Zn*? konsantrasyonu, mM
Sekil 3.35. Artan Zn** stresi kosullarinda A. orientalis’in SOD miktar1 ve

aktivitesinde gozlenen degisim

Zn*? stresinin bitkinin POD enzim aktivitesi iizerine etkisini gosteren veriler
Sekil 3.36°da verilmistir. Artan Zn*? stresi kosullarinda A. orientalis’in POD
aktivitesi en fazla 0,5 mM Zn*2 konsantrasyonunda diismiis bunun digindaki
konsantrasyonlarda aktivite fazla degisiklige ugramamis ve neredeyse
degismeden kalmistir. Ancak calisilan stres konsantrasyonlarinda protein degeri
de diistigiinden enzimin spesifik aktivite degeri artmistir. Biber (Capsicum
annuum L.) ile yapilan bir ¢aligmada ¢inko konsantrasyonunun artmasina bagl
olarak peroksidaz aktivitesinde azalma oldugunu saptanmistir (Ko¢ ve dig.,
2012). Biberle karsilastirildiginda Amsonia’nin ¢inkonun toksik etkisiyle bas

edebilmesi bakimindan daha basarili oldugu diisiiniilmektedir.
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OSpesifik aktivite, (U/mg) T Aktivite, (U/mL)  ®Protein, (mg/mL)

150 4

1,00 4

POD
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0,00
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05 1 75
Zn**konsantrasyonu, mM
Sekil 3.36. Artan Zn*? stresi kosullarinda A. orientalis’in POD miktari ve
aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

Artan Zn*? stresi kosullarinda bitkinin CAT enzim aktivitesinin degisimi Sekil
3.37°de gosterilmistir. Sekil 3.37°de goriildiigii gibi A. orientalis CAT aktivitesi
neredeyse degismeden kaldigi halde spektrofotometrik olarak oSlgiilen protein
miktarinda kontrole oranla %50 oraninda azalma oldugu i¢in enzimin spesifik
aktivite degeri %50 oraninda artmugtir. Tavallali (2009)’nin Pistacia vera L. ile

yaptig1 caligsma bu ¢alisma ile benzer sonuglar elde etmistir.

DSpesifik aktivite, (U/mg) ~ OAktivite, (U/mL) B Protein, (mg/mL})

1,00 -
0,80 -
: 0,60
O 0,40 -
0,20 -
0,00

MS 0,1 0.3, 1 2.5 5 10
Zn* konsantrasyonu, mM

Sekil 3.37. Artan Zn*? stresi kosullarinda A. orientalis’in CAT miktar1 ve
aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

3.4.3. Zn*? stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi iizerine etkisi

Sekil 3.38 A. orientalis’in artan Zn*? stresi kosullarnda MDA igerigini
gostermektedir. Artan Zn*? stresi ile A. orientalis’in MDA igeriginin dramatik
olarak arttig1 belirlenmistir. MDA igerigindeki en fazla artis 2,5 mM Zn*? stres
kosulunda belirlenmistir. Bu durum bitki hiicrelerindeki hasarin en fazla 2,5 mM
Zn*? uygulamasinda oldugunu gostermekle birlikte tiim konsantrasyonlarin

hiicre hasaria etkisi oldugu gortilmektedir.
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Sekil 3.38. Artan Zn*? stresi kosullarinda A. orientalis’in MDA igeriginin
degisimi (MS: Kontrol)

3.4.4. Zn*? stresinin bitkinin H,0; seviyesi iizerine etKisi

Zn*? stresinin bitkinin H,0; icerigine etkisi Sekil 3.58°de gosterilmistir. Artan
Zn*? stresi kosularinda bitkinin H,0, icerigi de artmus, en siddetli artis 5 ile 10
mM Zn*? konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Stres kosullarinin artisina bagh
olarak antioksidan enzim iretiminde gdzlenen azalmalarin, bitkinin H,0,
miktarinda artisa sebep oldugu diisiiniilmektedir.  Benzer sonuglar, Kog
(2012)’un Biber (Capsicum annuum L.) ile yaptig1 ¢alismada, artan ¢inko stresi

kosullarina bagh olarak H,O, miktarinda gozlenen artis seklinde rapor edilmistir.
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Zn* konsantrasyonu, mM
Sekil 3.39. Artan Zn*? stresi kosullarinda A. orientalis’de gozlenen

H,0; degisimi
3.4.5. Zn"? stresi kosullarinda yetistirilen bitkinin elektroforetik analizleri

Sekil 3.40 artan Zn*? stresi kosullarinda bitkinin SOD enziminin zimogramim
gostermektedir. Zn*? stresinin artisi ile SOD enzim aktivitesinin kontrole gore
spektrofotometrik olarak azaldigi belirlenmistir. Bu azalma jel {izerinde de
gozlenmis olup, Sekil 3.40°da en siddetli azalmanmm 10 mM Zn*? stresi

kosulunda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.40. Artan Zn*? stresi kosullarinda A.
orientalis’in SOD aktivitesi igin
gerceklestirilen  zimogram  resmi.  Seklin
tizerindeki rakamlar ise maruz birakildigi Zn*?
stresinin konsantrasyonunu ifade etmektedir

A. orientalis’in artan Zn*? stres kosullarindaki POD enzimi i¢in zimogram
analizi Sekil 3.41°de gosterilmektedir. POD analizlerinin spektrofotometrik
analizleri sonucu artan Zn*? konsantrasyonlar1 varliginda enzimin aktivitesinin
neredeyse degismeden korundugu gozlenmistir. Bu sonuglar enzimin jel

tizerindeki aktivitesi ile de uyumludur.

10 5 25 1 05 01
mM mM mM mM mM mM MS
- - . - —

e —

Sekil 3.41. Artan Zn*? stresi kosullarinda
A. orientalis’in POD aktivitesi i¢in
gergeklestirilen zimogram resmi. Seklin
iizerindeki  rakamlar  ise  maruz
birakildigi Zn*? stresinin
konsantrasyonunu  ifade  etmektedir.
(MS: Kontrol)

CAT aktivitesinin zimogram analizi Sekil 3.42°de gosterilmektedir. Artan Zn*?
stresi kosullarinda da spektrofotometrik analizde oldugu gibi jel iizerinde CAT
aktivitesi gozlenmistir. Bu sonuglar enzimin jel lizerindeki aktivitesi ile de

uyumludur.
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Sekil 3.42. Artan Zn*? stresi kosullarinda A.
orientalis’in CAT aktivitesi icin
gergeklestirilen zimogram resmi. Seklin
tizerindeki rakamlar ise maruz birakildig
Zn*?  stresinin  konsantrasyonunu  ifade
etmektedir. (MS: Kontrol)

Zn*? stresine maruz birakilmis ve birakilmamis bitkinin protein profili SDS-
PAGE analizi ile de ayrica incelenmistir. Sekil 3.43, Zn*? stres konsantrasyonu
arttikca bantlarin keskinliginin azaldigin1 gostermektedir. Ayrica 0,1, 0,5 ve 1
mM Zn*? konsantrasyonlarinda gozlenen 45 kDa’luk bant, 2,5, 5, 10 mM Zn*?
konsantrasyonlarinda gozlenebilirligini yitirmistir. Benzer sekilde, 0,1, 0,5, 1,
2,5 mM Zn*? konsantrasyonlarinda gozlenen 55 kDa’luk bant 5 ve 10 mM Zn™*?
konsantrasyonlarinda gozlenebilirligini yitirmistir. Son olarak, 0,1, 0,5, 1, 2,5 ve
5 mM Zn*? konsantrasyonlarinda gozlenen 50 kDa’luk bant ise 10 mM Zn*?
varliginda gozlenebilirligini yitirmistir. Bu bulgular, ¢inko stresinin proteinlerin
konsantrasyon artisina bagli olarak yapilarini bozduguna isaret etmektedir. Daha
onceden de belirtildigi {izere divalent katyon olarak c¢inko atomu yiiksek
miktarlarda enzimin kofaktoriiniin yerine gecerek protein aktivitesini olumsuz
yonde degistirebilmektedir (Van Assche ve Clijle, 1990).
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Sekil 3.43. Zn™ stresi kosullarmda A.
orientalis’in SDS-PAGE analizi. M: Protein
markor, 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,1 numarah
kuyucuklar sirastyla 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,1 mM
Zn*? konsantrasyonlarini, MS kontrol 6rnegi
(Zn*? stresine maruz birakilmayan) ifade
etmektedir. Her kuyucuga 15 pg protein
yiiklenmigtir

3.5. Mo™® Stresinin incelenmesi
3.5.1. Mo*® stresinin bitkinin siirgiin ve kok parametrelerine etkisi

Deneylerden elde edilen sonuglara gore yiiksek konsantrasyonlardaki molibden
uygulamalari, 6zellikle 2,5 mM seviyesinin tizerindeki derisimlerde ortalama
slirglin sayisina olumsuz etki yapmistir. Bu konsantrasyondan diisiik seviyedeki
degerler ise slirgiin sayis1 tizerinde olumlu etkiye sahiptir. Besi ortamina eklenen
0,1 mM konsantrasyondaki molibden siirgiin uzunlugunu artirmistir. Bu olumlu
etkinin gozlemlendigi konsantrasyon 25 kat arttinldiginda yani 2,5 mM
konsantrasyonda ise molibden stresinin etkilerinin ortaya ¢iktigi gériilmektedir.
Kok sayisi parametresinde denenen tiim konsantrasyonlar olumsuz etki
yapmistir. Bu nedenle bitkinin kok sisteminin molibden stresine karsi direngsiz
olabilecegi diigiiniilmektedir. En diisiik konsantrasyon olan 0,1 mM uygulamasi
kok uzunlugunu az da olsa artirmis fakat bunun {izerindeki seviyeler kok
uzunluklarinin ortalamasini énemli derecede diisiirmiistiir. Ozellikle 5 ve 10 mM

konsantrasyonlarda kok gelisimi goriilmemektedir (sekil 3.44).
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Sekil 3.44. Na,MoO, uygulamalarinin A. orientalis’in siirgiin ve kok
parametrelerine etkileri

3.5.2. Mo'® stresinin bitkinin antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkisi

Molibden’in 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinin bitkinin
fizyolojik ve biyolojik parametreleri iizerine etkileri incelenmistir. Artan Mo™
konsantrasyonlarindan olusan agir metal stresi varliginda SOD enzim aktivitesi

degerleri Sekil 3.45°de gosterilmistir.

A 100 {
S 801
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2 60
S 40 1
o y=-0,0233x + 98,304
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Sekil 3.45. Mo*® stresinin olmadigi (Kontrol) (A) ve oldugu (B-C) kosullarda
A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek tizere ¢izilen grafik

63



D
o

y =-0,0284x + 99,87
R?=0,9998

N
o

% Inhibisyon O
N
o

0 200 400 600_ 800 _ 1000 1200 6 1400 1600 1800 2000 2200 2400
3 mL ¢ozeltideki enzim hacmi, (uL/3 mL)

[o2 3¢ )
o O

y =-0,0286x + 99,281
R>=10,9991

N
o

% Inhibisyon
3

o
o

200 400 600 800 _ 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
3 mL ¢ozeltideki enzim hacmi, (uL/3 mL)

m
N
o ® O
& & o

y =-0,0201x + 96,869
R>=0,9934

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
3 mL ¢ozeltideki enzim hacmi, (uL/3 mL)

% Inhibisyon
N A
o O

o
o

100

(o230
o O

y =-0,0239x + 93,137
R?=0,9965
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
3 mL c¢ozeltideki enzim hacmi, (uL/3 mL)

N
o

% inhibisyon M
N
o

o
o

100

G

= 80

(=)

% w0

= 40
= y =-0,0137x + 96,031

- 20 R2=0,9511

NS

° 0 L L L L L L L L L L

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Sekil 3.45. (Devam) Mo stresinin olmadigi1 (Kontrol) (A) ve oldugu (B-C)
kosullarda A. orientalis’in SOD enzim aktivitesini belirlemek iizere ¢izilen

grafik

Elde edilen tiim grafik denklemlerinden yararlanilarak her bir stres kosulu i¢in

SOD aktivitesi belirlenmistir. Tiim stres kosullar1 i¢in protein analizlerinden

64



yararlanilarak olusturulan aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik
aktiviteyi (U/mg) iceren veriler Sekil 3.46’da verilmistir.

25 O Spesifik aktivite, (U/mg) @ Aktivite, (U/mL) B Protein, (U'mdmg/mL)

1n (e [l [

Mo konsantrasyonu (mM)
Sekil 3.46. Artan Mo*® stresi kosullarinda A. orientalis’in SOD miktar1 ve
aktivitesinde gozlenen degisim

2,0
L5
1.0
0.5
0.0

SOD

MS 0.1

Artan Mo™® stresi 5 mM konsantrasyona kadar A. orientalis’in SOD enzim
aktivitesini degistirmese de calisilan agir metal konsantrasyonlarinda bitkinin
spektrofotometrik protein miktarinda kontrole gore onemli Slgiide (%44-%66)
azalmalar  gozlenmistirr Bu  azalmalar  enzimin  ¢alisilan Mo*®
konsantrasyonlarinda enzimin spesifik aktivitesinde artiglara neden olmustur.
SOD enzimindeki en énemli diisiis %66 olarak 10 mM Mo varliginda
gozlenmistir. Benzer sekilde, Triticum aestivum ile yapilan calismada, Mo*®

stresinin SOD aktivitesinde artisa sebep oldugu gézlemlemistir.

Artan Mo*® stresinin bitkinin POD enzim aktivitesi iizerine etkileri Sekil 3.47°de
gosterilmistir. Artan Mo*® stresi kosullarinda A. orientalis’in POD aktivitesi en
fazla 0,1 mM Mo konsantrasyonunda artmis olup (%127), en diisiik aktivite ise
2,5 mM Mo*® konsantrasyonunda belirlenmistir (%70). Enzim aktivitesi yiiksek
Mo*® konsantrasyonlarindan etkilenmemistir. Fakat, 0,5, 1,0, 2,5, 5 ve 10 mM
Mo*® konsantrasyonlar1 varliginda spektrofotometrik olarak Olgiilen protein
miktarlar sirastyla %39, %20, %39, %20 ve %52 azaldig: igin spesifik aktivite
degeri en fazla 10 mM Mo* konsantrasyonunda belirlenmistir. Benzer sonug,

Wu (2014)’nun Triticum aestivum ile yaptigi calismada da gozlemlenmistir.
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Sekil 3.47. Artan Mo*® stresi kosullarinda A. orientalis’in POD miktar1 ve

aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

Artan Mo*® stresi kosullarinda bitkinin CAT enzim aktivitesinin de8isimi Sekil
3.48’de gosterilmistir. Kontrol grubuna oranla 0,5 mM molibden stresi altinda
gelisen bitkinin CAT aktivitesinde en yiiksek artis gozlenmistir. CAT
aktivitesinde gozlenen artis benzer sekilde molibden varliginda biiyiitiilen

Brassica oleracea’de de gdzlenmistir (Kumcahai ve dig., 2013).

0.80 O Spesifik aktivite, (U/mg) O Aktivite, (U/mL) & Protein, (mg/ml)

0,70
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MS 0.1 0.5 1.0 2.5 5.0 10,0
Mo*® konsantrasyonu, (mM)

Sekil 3.48. Artan Mo*® stresi kosullarinda A. orientalis’in CAT miktar

ve aktivitesinde gozlenen degisim (MS: Kontrol)

3.5.3. Mo*® stresinin bitkinin lipid peroksidasyon seviyesi iizerine etkisi

Sekil 3.49 A. orientalis’in artan Mo™® stresi kosullarinda MDA igerigini
gostermektedir. Artan Mo stresi ile A. orientalis’in MDA igeriginin de arttig:
belirlenmistir.  Bu  durum  bitki  hiicrelerindeki  hasara  tiim Mo

konsanrasyonlarinin sebep oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.49. Artan Mo*® stresi kosullarinda A. orientalis’in MDA iceriginin
degisimi

3.5.4. Mo™® stresinin bitkinin H,O; seviyesi iizerine etkisi

Mo*® stresinin bitkinin H20: icerigine etkisi Sekil 3.50’de gosterilmistir. Artan
Mo*® stresi kosularinda 0,1 mM Mo*® ile bitkinin H,O, icerigi artmis ve en

siddetli artis 5 ila 10 mM Mo*® konsantrasyonlarinda belirlenmistir.

7.00
= 600
E 500
= 400
2 300
2 200
~ 100 -
< .00 oboor—————
= 0 05 1 15 2 25 335 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10

' w6 Mo™ konsantrasyonu, (mM)
Sekil 3.4. Artan Mo™ stresi kosullarinda A. orientalis’de gézlenen H,0,

degisimi
3.5.5. Mo*® stresi kosullarinda yetistirilen bitkinin elektroforetik analizleri
Sekil 3.51 artan Mo*® stresi kosullarinda bitkinin SOD aktivitesinin zimogramini
gostermektedir. Mo stresinin artisi ile Fe-SOD izoenzim aktivitesini ifade eden

bandin keskinliginin azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonug¢ spektrofotometrik sonugla

benzerlik gostermektedir.
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Sekil 3.5. Artan Mo™ stresi kosullarinda A.
orientalis’in SOD aktivitesi igin
gerceklestirilen  zimogram  resmi.  Seklin
iizerindeki rakamlar ise maruz birakildigi Mo*®
stresinin konsantrasyonunu ifade etmektedir

A. orientalis’in artan Mo™® stres kosullarindaki POD enzimi i¢in yapilan
zimogram sonucu Sekil 3.52°de gosterilmektedir. POD analizlerinin
spektrofotometrik analizleri sonucu artan Mo*® konsantrasyonlar: varliginda
enzimin aktivitesinde azalmaya neden olmadigi, hatta 6zellikle 0,1 mM Mo*®
stres kosulunda enzim aktivitesinin kontrole goére %127 ye ¢iktig1 belirlenmistir.
Bu sonuglar enzimin jel iizerindeki aktivitesi ile de uyumludur. Artan Mo*® stresi
kosullarinda enzimin jel {izerindeki bantlariin keskinliginde degisiklik

gozlenmemistir.

10 5 2,5 1 05 0,1

Sekil 3.6. Artan Mo*® stresi kosullarinda A.
orientalis’in POD aktivitesi igin
gerceklestirilen  zimogram  resmi.  Seklin
iizerindeki rakamlar ise maruz birakildigi Mo*®
stresinin  konsantrasyonunu ifade etmektedir.
(MS: Kontrol)

CAT aktivitesinin zimogram analizi Sekil 3.53’de gosterilmektedir. Artan Mo*
stresi kosullarinda CAT aktivitesi jel iizerinde tiim konsantrasyonlarda ayni
yogunlukta gozlenmistir. Bu sonuglar enzimin spektrofotometrik analiz

sonuglari ile de uyumludur.
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10 5 25 1 0,5 0,1

Sekil 3.7. Artan Mo*® stresi kosullarinda A.
orientalis’in CAT aktivitesi icin
gerceklestirilen  zimogram  resmi.  Seklin
iizerindeki rakamlar ise maruz birakildigi
Mo*®  stresinin  konsantrasyonunu ifade
etmektedir. (MS: Kontrol)

Mo stresine maruz birakilmis ve birakilmamus bitkinin protein profili SDS-
PAGE yontemiyle analiz edilmistir. Son olarak molibden stresi, bazi protein
bantlarin molibdenin yiiksek konsantrasyonlarinda keskinliklerinin azaldigi
gozlenmistir. Ornegin, MS, 0,1, 0,5, 1 ve 2,5 mM Mo™ stres kosullarinda
gozlenen 37 kDa’luk protein bandinin 5 ve 10 mM Mo*® mM stres kosulunda
gbzlenmedigi belirlenmistir. Bu sonu¢ spektrofotometrik sonug ile benzerlik

gostermektedir.

37 kDa

22 kDa
20 kDa

-

Sekil 3.8. Mo*® stresi kosullarinda A. orientalis’in
SDS-PAGE analizi. M: Protein markor, 10, 5,
2,5, 1, 0,5, 0,1 numarali kuyucuklar sirastyla 10,
5,25, 1,05 01mM Mo* konsantrasyonlarini,
MS kontrol ornegi (Mo stresine maruz
birakilmayan) ifade etmektedir. Her kuyucuga
15ug protein yiliklenmistir
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4. SONUC VE ONERILER

Genel olarak bitkiler yasamlar1 boyunca tuzluluk, kuraklik, kirlilik, sicak, soguk
gibi benzer birgok faktorle karsilasmakta normal biliyiimeleri ve gelisimleri
olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu kosullarda bitkilerde meydana gelen
degisiklikler stres olarak tanimlanmaktadir. Tibbi ve ekonomik oneme sahip
Amsonia orientalis bitkisi bu stres kosullarindan Onemli derecede
etkilenmektedir. Neslinin tilkenme tehlikesi bulunan bitkinin stres kosullariyla
bas edebilme yollarindan biri olan antioksidan enzimlerindeki degisimler, MDA

ve H,0;, miktarindaki degisimler arastirilmistir.

Artan tuzluluk stresi kosullarinda yetistirilen bitkinin, halofit bitki olmamasina
ragmen hafif tuzluluk (25 mM NaCl) kosullarinda bitki agirliginda artis
gbzlenmis olup, tuzluluk stresinin artmasiyla birlikte gelisimi olumsuz yonde
etkilenmistir. Tuz stresinin artmasiyla protein miktarinda azalmalar meydana
gelmistir. SOD aktivitesinde kontrol grubuna oranla en dramatik artis 50 mM
NaCl konsantrasyonunda gézlemlenmis olup, bu konsantrasyondan sonra stresin
artmasini takiben SOD aktivitesinin azaldigi kaydedilmistir. Stresin artmasiyla
birlikte POD aktivitesinin de arttigt ancak 125 ve 150 mM NaCl
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna oranla azaldigi tespit edilmistir. CAT
aktivitesi en yiiksek degere 50 mM NaCl konsantrasyonunda ulagsmis olup stres
konsantrasyonun artmasiyla azaldig tespit edilmistir. MDA ve H,0, seviyeleri

tuz stresi kosullarinin artisina bagli olarak artig gostermistir.

Kuraklik stresi diinya ¢apinda basta tarla bitkileri olmak tizere bitki iiretimini
engelleyen baslica stres faktoriidiir. Calismada kuraklik stresinin bitkinin kok ve
siirglin gelisimin olumsuz yonde etkiledigi, en diisiikk sonuglarin en yiiksek
konsantrasyonlarda elde edildigi gozlendi. SOD aktivitesi tim kuraklik stresi
kosullarinda kontrol grubuna oranla artmistir. CAT ve POD aktivitesi ile MDA
ve H,0, miktarlar tiim kuraklik stresi kosullarinda kontrol grubundan yiiksek

cikmustir.
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Bu ¢aligmada SOD aktivitesinin tiim UV-B streslerinde kontrol grubuna oranla
arttig1 gézlemlendi. POD aktivitesinde de benzer sonuglar elde edilmistir. CAT
aktivitesinde ise en yiiksek artis 15 dakika UV-B stresinde meydana gelmistir.
MDA ve H,0; miktarlarinda tiim UV-B streslerinde artis gdzlenmistir.

Yapilan bu ¢alismada diisiik seviyelerdeki Zn*? stresinin bitkinin slirglin saysinin
artmasina neden olurken yiiksek seviyelerde negatif etkiledigi ortaya ¢ikmuistir.
Zn*? stresine maruz kalan bitkinin protein degerleri énemli oranla diismiis ve
SOD aktivitesi azalmistir. POD ve CAT spesifik aktiviteleri ile MDA ve H,0,

miktar1 artmistir.

Mo*® stresine bagli olarak 2,5 mM seviyesinin iizerindekiler ortalama siirgiin
sayisini olumsuz yonde etkilemistir. Mo™® stresinin tiim konsantrasyonlarinda
kék uzunlugu olumsuz etkilenmistir. Artan Mo*® stresi 5 mM konsantrasyona
kadar SOD enzim aktivitesini degistirmemis olup, protein miktarinda 6nemli
Ol¢iide azalmalar gozlemlenmistir. POD ve CAT aktivitelerinin stres kosulunun
artmasina bagli olarak arttig1 kaydedilmistir. Artan Mo*® stresi koullarina bagl

olarak MDA ve H,0, miktarlar1 da artmastir.

Sonug olarak, Amsonia orientalis bitkisinin karsilasabilecegi temel streslere
verdigi tepkiler aydimnlatilmis olup, bu bilgiler 1s1gindabitkinin popiilasyon

yogunlugunun arttirilmasina yonelik yeni ¢calismalar yiiriitiilebilir.
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EK-A
Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

0,6 g Coomassie Blue G-250, 1 litre %2’lik (v/v) perklorik asitte ¢oziiliir.
Cozelti kaba slizge¢ kagidindan gecirilir. Siyah sisede muhafaza edilir. Bu
stiziintiiden bir 6iktar alinarak 469 nm’de okuma yapilir. Okunan deger 1,3-1,5

arasinda olmalidir.

Tim protein tayinlerinde Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilarak standart
egri olusturulur. Degisik konsantrasyonlarda BSA ornekleri hazirlanir ve

kullanilacak tayin yontemi bu 6rneklere uygulanarak standart egri elde edilir.
BSA Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

10 mg BSA 10 mL suda ¢oziiliir ve bu ¢ozeltiden 1 mL alinir ve 9 mL su ilave
edilir. Bu ¢o6zelti uygun oranlarda dH,O ile karistirilarak standart grafik igin

ornekler hazirlanir.

Tablo A.1. BSA kalibrasyon grafigi i¢in 6rnek hazirlanmasi

Blank Omek- | Ornek- | Ornek- | Ornek- | Ornek-
1 2 3 4 5
dH,0 (mL) 2 1,9 1,8 1,7 1,6 1,5
BSA stok
cozeltisi (mL) 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Hazirlanan
¢ozeltinin 5 10 15 20 o5
konsantrasyonu
(uL/mL)
Hazirlanan Orneklerin her birinden 1 mL tiiplere alimir ve tlizerine 1 mL

renklendirme ¢oOzeltisi ilave edilir. Karigimlar 595 nm dalga boyunda,
spektrofotometrede Ol¢iilir. BSA konsantrasyonuna karsi okunan absorbans

degerleri cizilerek standart grafik olusturulur.
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EK-A (Devam)

0o <

0 2 4 & 8 1012 14 16 18 20 22 M
BSA Konsantrasyonu, (ug/mL)

Sekil A.1. BSA kalibrasyon grafigi
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EK-B

SDS-PAGE Jel Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Tablo B.1. SDS-PAGE jel soliisyonlari

Ayirma Sabitleme

jeli jeli
Jel orani (%) 12 Jel orani (%) 4
H,O (mL) 3,3 H,O (mL) 3
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

2,5 1,25
(mL) (mL)
%30 Poliakrilamid (mL) 4 %30 Poliakrilamid (mL) 0,675
%10 SDS (mL) 0,1 %10 SDS (mL) 0,05
%10 Amonyum persulfat %10 Amonyum persulfat

0,1 0,05
(mL) (mL)
TEMED (mL) 0,005 TEMED (mL) 0,005
Toplam hacim (mL) 10 Toplam hacim (mL) 5
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EK-C
Glimiis Boyama Soliisyonarinin Hazirlanmasi

Tablo C.1. Glimiis boyama soliisyonlari

1 Soliisvon %50 (v/v) H,0 + %40 (v/v) ETOH +
' sy %10 (v/v) Asetik asit
2. Soliisyon %30 (w/v) ETOH
3. Soliisyon %0,02 (w/v) Na,S,03
. 100 mM (w/v) AgNOs3 + %0,2 (v/v)
4. Solisyon Formaldehit
. %2 Na,CO3 (W/V) + %0,4 (v/v)
> Soliisyon Formaldehit
6. Solilisyon %5 (v/v) Asetik Asit
7. Soliisyon %1 (v/v) Asetik Asit

Glimiis Boyama Protokolii

30 dakika 1. soliisyonda bekletilir. Ardindan, 20 dakika 2. soliisyonda bekletilir.
1 dakika 3. soliisyonla yikanir. 30 saniye su ile yikama islemi uygulanir. 20
dakika 4, soliisyon ile muamele edilir. 3 kere 15 saniye boyunca su ile yikama
yapilir. Bantlar goriinene kadar soliisyon 5 uygulanir. Reaksiyonu durdurmak

i¢in soliisyon 6 kullanilir. 7. soliisyonda muhafaza edilmek tizere saklanir.
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