EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

(YUKSEK LiSANS TEZI)

KURAKLIK STRESI ALTINDA KARNITIN’IN ROS
SINYALI VE ANTIOKSIDAN SIiSTEM UZERINDEKI

ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Esra CANCIOGLU
Tez Damismani : Do¢. Dr. Hediye SEKMEN ESEN

Biyoloji Anabilim Dal

Bilim Dah Kodu : 401.01.00
Sunus Tarihi : 08.01.2014

Bornova-iZMiR
2014






Esra CANCIOGLU tarafindan YUKSEK LISANS tezi olarak sunulan “Kuraklik
Stresi Altinda Karnitin’ in, ROS Sinyali ve Antioksidan Sistem Uzerindeki
Etkisinin Arastirilmas1” baslikli bu ¢alisma E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim
Yonetmeligi ile E.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim Y6nergesi’nin
ilgili hiikiimleri uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger
bulunmus ve 08.01.2014 tarihinde yapilan tez savunma sinavinda  aday

oybirligi/oy¢oklugu ile basarili bulunmustur.

Jiiri Uyeleri: imza

Jiiri Bagskanmi : Doc¢. Dr. Hediye SEKMEN ESEN ...,
Raportor Uye: Doc. Dr. Caglar KARAKAYA ..o,

Uye : Prof .Dr. Ismail TURKAN  ..eeeeeeeeenenennennne






OZET

KURAKLIK STRESI ALTINDA KARNITIN’ IN, ROS SINYALI VE
ANTIOKSIDAN SISTEM UZERINDEKI ETKISININ
ARASTIRILMASI

CANCIOGLU, Esra

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Do¢. Dr. Hediye SEKMEN ESEN
Ocak 2014, sayfa 88

Kuraklik gibi ¢evresel stresler, hiicrelerdeki su dengesini bozarak bitkinin
biiyime ve {retkenligini smirlayan temel faktorlerdir. Bitkiler, abiyotik
streslerden biri olan kurakliga karsi fizyolojik ve molekiiler diizeyde yanitlar
vermektedir. Bu yanitlardan birisi de ozmotik diizenlemedir. Ozmotik
diizenlemenin en 6nemli basamagi hiicre i¢inde ozmotik dengeyi saglayan uyumlu
bilesiklerin, yani ozmolitlerin depolanmasidir. Prolin, glisin betain, mannitol gibi
ozmolitlerin kuraklik-tuzluluk gibi stres kosullar1 altindaki islevleri bilinmesine
ragmen hayvan ve bakterilerde ozmolit ve antioksidan olarak gorev alan
karnitinin bitkilerdeki bu tip islevleri hakkinda bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Ayrica, karnitin® in reaktif oksijen tiirleri (ROS) sinyallemesi {izerinde

olusturdugu etkiler ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma yoktur.

Bu amagla, Arabidopsis thaliana’ nin yaban tip kolombiya (Col-0) ekotipi
48 saat kurakliga maruz birakilmig; bagil biiylime hizi, bagil su igerigi, lipit
peroksidasyonu, ROS olusumu (H20, miktari, NADPH oksidaz (NOX) aktivitesi),
antioksidant savunma sistemi (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)

enzimlerinin aktiviteleri ve izoenzimleri) incelenmistir.



Vi

Bu calisma ile karnitinin antioksidan savunma sistemini nasil etkiledigi,
su-su dongtistindeki rolii ve kuraklik altinda digarida karnitin uygulamasimnin bitki
tizerindeki etkileri aydinlatilmistir. Sonug¢ olarak karnitin uygulamasinin
kurakligin hiicreye verdigi hasari antioksidan savunma sistemini etkileyerek

azalttig1 bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Arabidopsis thaliana, Karnitin, Antioksidan
Enzimler, H,0,, Kuraklik stresi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS CARNITINE ON REACTIVE
OXYGEN SPECIES SIGNALLING AND ANTIOXIDANT SYSTEM
UNDER DROUGHT STRESS

CANCIOGLU, Esra

MSc in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Hediye SEKMEN ESEN
January 2014, pages 88

Environmental factors such as drought impair the cell- water balance and
cause an inhibition on plant growth and yield. Plants give molecular and
physiological responses to drought. One of these response is osmotic regulation.
Accumulation of osmolytes — compatible solutes is an important stage of osmotic
regulation. The roles of osmolytes such as proline, glycine betaine, mannitol has
been identified under salinity and drought. However, there is no study on the
functions of carnitine which is determined as osmolyte and antioxidant in bacteria
and animals. Additionally, the effects of carnitine on the reactive oxygen
signalling (ROS) is not known. With this aim, Arabidopsis thaliana wild type
(Col-0) was subjected to 48 hours drought stress. And growth parameters, relative
water content, lipid peroxidation, ROS production (H,O, content, NADPH
oxidase activity) antioxidant defence system (activities of SOD, CAT, POX,
APOX , GR, MDHAR, DHAR enzymes and isoenzymes) were measured.

In this study, how the application of carnitine affects and antioxidan
defence mechanism, the role of catnitine in water-water cycle and what is the
effects of exogeous application of carnitine under drought stress were enlightened.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Carnitine, Antioksidant Enyzmes, H,0,,

Drought Stress.
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1. GIRIS

Kuraklik gibi ¢evresel stresler, hiicreler arasi su dengesini bozarak bitkinin
bliylime ve tiretkenligini sinirlayan temel faktorlerdir (Epstein et al., 1980; Boyer,
1982; Yancey ve et al., 1982). Bitkiler, abiyotik streslerden biri olan kurakliga
kars1 fizyolojik ve molekiiler yanitlar vermektedir. Bu yanitlar; turgor kaybu,
yaprak alaninin azaltilmasi, yaprak absisyonunun uyarilmasi, koklerin topragin
derinliklerindeki nemli bolgelere dogru uzamasi, stoma kapanmasi, fotosentez
hizinin azalmasi, ¢oziinen madde konsantrasyonun artmasi, turgor kaybi, yaprak
senesensinin artmasi, oksidatif stresin artmasi, absisik asit (ABA) birikiminde
artts, zar akiskanhigi ve kompozisyonundaki degisim, protein-protein
etkilesiminde ve protein-lipit etkilesiminde degisimler olarak siralanabilir (Chaves

et al, 2003).

Bu yanitlardan biri olan turgor kayb1 dnemlidir. Ciinkii, bitki dokularinda
turgor, dehidrasyona tolerans saglayarak ve/veya dehidrasyondan kaginarak
korunmaktadir (Kramer and Boyer 1995). Turgorun korunmasinda en &nemli
mekanizma, koklerden su aliniminin artmasidir. Dehidrasyondan kaginma ve
toleransla turgorun korunmasi kok kalinligi, kok derinligi, kiitlesi ve bitkilerin su
aliimini artiran koklerin sikistirilmis toprak katmanlarina niifuz etme yetenegi
dahil olmak {izere gelisimsel ve morfolojik 6zellikler ile kontrol edilmektedir
(Pathanet et al, 2004). Bu fenotipik Ozellikler (6rnegin, kok kalinlagsmasi)
kurakliga dayanikli bitkilerde normal kosullarda bile gozlenmektedir. Ayrica,
kurakliga dayanikli bitkilerde, osmotik ayarlama ve dehidrasyon toleransi gibi

adaptif 6zelliklerde belirlenmistir (Serraj and Sinclair, 2002)

Bitkilerin ortamdaki degisimlere alismasi, farkli hiicresel bolmelerde
bulunan birden fazla yolak arasinda hassas bir denge ile saglanan hiicresel
dengenin, degisen ortam kosullarinda da saglanmasi gerekmektedir. Ancak, bu
koordinasyon, kuraklik gibi stres faktorleri sonucu su potansiyelinin hizli bir
sekilde diistiigli durumlarda bozulmaktadir (Mittler et al. 2006). Yiiksek enerjili
duruma sahip elektronlar reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturmak ig¢in

molekiiler oksijene (O,) aktarilir (Takahashi & Asada 1988; Mittler 2002).



Tekli oksijen (*O,), hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksit radikali (O:-) ve
hidroksit radikali (HO-) gibi ROS’ lar protein, DNA ve lipitlerde oksitatif hasara
neden olabilen toksik molekiillerdir (Apel & Hirt 2004). ROS, hiicrede normal
kosullar altinda, peroksizom, mitokondri ve kloroplast gibi organellerde diisiik
seviyelerde iiretilmektedir. Ancak, stres boyunca ROS’ larin tiretim hizi 6nemli
Ol¢iide artmaktadir. Stres sirasinda ROS birikimi biiyiik 6l¢iide ROS siipiiriilmesi
ve ROS iiretimi arasindaki dengeye baghdir (Mittler et al., 2004).

Kloroplastlarda, elektron tasima zincirindeki asir1 indirgenmesi ile stres
sirasinda CO; fiksasyonunun simirlandirilmasi ROS {iretiminin ana nedenidir.
Mitokondride elektron tasima zincirinin asir1 indirgenmesi stres sirasinda ROS
tiretiminin ana mekanizmasidir (Davidson & Schiestl 2001). Peroksizomlarda,
glikolat, fotorespirasyon sirasinda glioksilik asit’e yiikseltgendiginde H,O iiretilir
(Mittleret al. 2004). Peroksidoksin (PrxR) ve glutatyon peroksidaz (GPX), katalaz
(CAT), askorbat peroksidaz (APX), siiperoksit dismutaz (SOD) gibi ROS
sliptiriicli enzimler ve glutatyon (GSH) ve askorbik asit (AsA) gibi antioksidantlar
ROS detoksifikasyonu i¢in dnemlidir (Takahashi &Asada 1988;Apel & Hirt 2004;
Mittleret al. 2004; Dietz et al., 2006). Bu mekanizmalarin tiim hiicre bélmelerinde
ROS detoksifikasyonunda énemli oldugu bilinmektedir (Mittler et al., 2004).

Ozmotik stres ve tuzluluk gibi gevresel kosullar hiicrede ROS iiretiminde
artisa neden olmaktadir (Serrato et al. 2004; Borsani et al., 2005; Miao et al.,
2006; Abbasi et al., 2007; Zhu et al. 2007; Giraud et al., 2008). ROS artis1
hiicrelerde oksidatif hasara neden olma potansiyeline sahip olsa da, son ¢aligsmalar
ROS’ un farkli gelisimleri uyarmada, programlanmig hiicre liimiinde, ¢evresel
streslerde, patojen enfeksiyon cevabinin iletilmesinde sinyal iletim molekiili
olarak rol aldiklarin1 gostermektedir (Mittler et al.2004; Torres & Dangl 2005).
Ornegin, stress kosullari, Rboh genlerinin kodladig zarla iliskili NADPH oksidaz
enziminin H202 {iretmesine neden olmakta ve bu olay ‘oksidatif patlama’ olarak
adlandirilmaktadir. Bu siiregte olusan ROS’ larin ¢esitli hiicre yolaklarinda sinyal
molekiilii olarak gorev aldiklar1 bilinmektedir (Mittler et al., 2004; Torres &
Dangl 2005). NADPH oksidazin stres sirasinda olusturdugu ROS iretimi,
oksidatif strese karsi savunma mekanizmalarinda sinyal olarak is gérmektedir

(Mittler et al., 2004; Davletova et al.,2005a; Miller, Shulaev & Mittler, 2008).



ROS’ larin hiicre i¢indeki rolleri iki yonlidiir: hem toksik molekiillerdir
hem de farkli streslere cevap olarak {iretilen sinyal molekiilleri olarak is
gormektedirler. Kuraklik boyunca hiicrelerdeki ROS sinyalini kontrol eden
mekanizmalarin aydinlatilmasi bu ¢evresel stres kosullaria tiriinlerin toleransini
gelistirmek i¢in giiclii bir strateji saglayabilir (Miller et al., 2009).

Bitkiler su alinimimi kolaylagtirmak icin kurakliga cevapta glisinbetain
(GB), prolin (Pro) gibi ¢dziinebilir bilesikleri biriktirmektedirler (Hare & Cress,
1997; Ashraf & Foolad, 2007). Bu ozmotik diizenlemeye ilave olarak, bu
ozmolitler stres kosullar1 altinda ROS birikim seviyesinin artmasina karst hiicre
korumasinda 6nemli oldugu ileri siiriilmektedir. Bu ¢oziinebilir bilesiklerden biri
olan karnitinin bakteri, mantar ve hayvanlarda detoksifikasyon, strese
adaptasyon, stres toleransi, hormonal faaliyetler ve enerji metabolizmas1 gibi
temel biyolojik fonksiyonlara katilmaktadir. Temel metabolik fonksiyonu yaninda,
karnitinin son yillarda elverissiz hiicresel ¢evrelere taginim ile iliskili yeni rolleri
belirlenmistir. Ornegin, Memelilerde karnitinin rolii hiicrelerde metabolize
edilemeyen ilag tiirevli yag asitleri, karnitin esterler gibi, doku atimini
kolaylastirarak detoksifikasyonda rol almaktadir (Bieber et al., 1996; Arrigoni-
Martelli and Caso, 2001). Ayni1 zamanda, memelilerde (Sener et al., 2004;
Gomez-Amores et al. 2007; Silva-Adaya et al. 2008) ve mayalarda (Franken et al.
2008) antioksidan ozelligi belirlenmistir. Bakterilerde, karnitin tuz ile uyarilan
ozmotik stres (Canovas et al.,, 2007) veya bakteri hiicrelerinin soguk ile
uyarilmasinin lstesinden gelmesine yardim ederek (Angelidis and Smith, 2003)
ozmolit gibi davranir ve sitoplazmik fonksiyonlar1 degistirmeden hiicre icinde
yiiksek seviyelerde birikebilen “uyumlu” c¢oziinendir. Ayni zamanda karnitin
muhtemelen ¢evresel hipertoniseye karsi bazi hayvansal dokularda hiicrelerin
adaptasyonuna katilmaktadir (Peluso et al., 2000; Cotton et al., 2009). Onceki
caligmalardan bazilar1 karnitinin bitki hiicrelerinde uyumlu ¢6ziinen oldugu
diistiniilmektedir. ~ Arabidopsis” in normal karnitin igerigi mikromolar
konsantrasyonda oldugu bilinmektedir, herhangi bir gelisim bozuklugu neden
olmadan bir ekzojen kaynagina cevap olarak milimolar konsantrasyona kadar
biritirebilmektedir (Charrier et al., 2012). Ozmolit 6zelligi nedeniyle bitkilerde
kuraklik stresi altinda ROS sinyali ve antioksidan sistemleri {izerinde

olusturduklart yanitlar ile ilgili caligmalar sinirhidir.



Bu nedenle kurakliga karsi gosterdigi  antioksidant savunma
sistemlerindeki roliiniin ag¢iga kavusturulmasi i¢in bagil biiylime hizi (RGR),
bagil su igerigi (RWC), ROS olusumu (H,O, miktari, NADPH oksidaz (NOX)
aktivitesi), antioksidant savunma sistemleri (SOD, CAT, POX, APX, DHAR,
MDHAR ve GR enzimleri ile isoenzimleri) ve lipit peroksidasyonu ¢alisilmistir.
Elde edilen sonuglarin daha iyi anlasilabilmesi i¢in bitkilerin stres altinda
olusturdugu yanitlarin ve antioksidant sistemin bu yanitlardaki roliiniin detayl
olarak bilinmesi gerekmektedir. Bu sebepten dolayi sonraki bdliimlerde bu

konular detayl olarak anlatilacaktir.

1.1. Kuraklik Boyunca Farkh Organellerdeki ROS’ Un Diizenlenmesi

1.1.1. Kloroplast

Kloroplast tilakoidlerinde fotosistem I (PSI) ve fotosistem II (PSII)’ nin
reaksiyon merkezleri ROS olusumunun baglica bolgesidir. ROS’ un fototiretimi
cogunlukla g¢evresel ve fizyolojik faktorlerden etkilenmektedir (Asada 2006).
Kuraklik kosullart altinda, Mehler reaksiyonu ile PSI’ de molekiiler oksijene
elektron transferi ile O,-" iyonlarmin olusumu gergeklesir (Asada 2006). . PST’ in
cevresindeki zarla iligkili bakir/¢inko siiperoksit (Cu/ZnSOD) O,--° yi H,O;’ ye
cevirir. Bunun ardindan zara bagh tillakoid-askorbat peroksidaz (APX) H,0;’ yi
H,O’ ya donistiirir. Bu donilisim ayn1 zamanda su-su dongiisii olarak
adlandirilmaktadir (Asada 2006).

Su-su dongiisii sirasinda monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR),
NAD(P)H veya ferrodoksinin indirgeyici giiciiyle (Miyake & Asada 1994;
Rizhsky, Liang & Mittler 2003), AsA’nin oksitlenmis bir formu olan
monodehidro askorbat (MDHA)’ 1 AsA’ ya geri ¢evirmektedir (Miyake & Asada,
1994; Sano et al.,2005; Asada, 2006; Rizhsky, Liang & Mittler, 2003). Bu
reaksiyon ile AsA ya gevirilemeyen MDHA molekiillerinin spontan olarak
reaksiyona girmesiyle bir AsA ve bir tane de dehidroaskorbat (DHA)
olusmaktadir. Burada olusan AsA redoks reaksiyonlarinda kullanima hazir hale
gelmektedir. Ancak, AsA’ nin en fazla oksitlenmis formu olan DHA’ nin ise
indirgenerek yeniden kullanilabilir hale gelmesi gerekmektedir. Bu reaksiyon,

dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) tarafindan katalizlenmektedir.



DHAR bu reaksiyon sirasinda indirgeyici gilic olarak GSH’ 1
kullanmaktadir. Boylece hiicrede en bol bulunan iki redoks ¢iftinin havuzlar1 ROS’
un siipiiriilmesi i¢in birbirine baglanmaktadir. DHAR tarafindan iiretilen GSH’ 1n
oksitlenmis formu olan GSSH ise glutatyon rediiktaz (GR) enzimi ile NAD(P)H
kullanilarak tekrar GSH’ a geri ¢evrilmektedir.

Tekli oksijen (*O,) elektron tasima zinciri asiri indirgendiginde 151k
toplayicit komplekslerde ve P680’ nin reaksiyon merkezinde uyarilmis tiglii-durum
klorofil ile PSII’ de olusur (Asada, 2006) Yukarida anlatilan su-su dongiisii
electron tagima zincirindeki yiikii azaltarak, '0,> nin fotoiiretimini baskilayan
rahatlama sistemini olusturmaktadir (Karpinska, Wingsle & Karpinski, 2000;
Asada, 2006; Maller et al., 2007).

Kloroplastlardaki ROS iiretiminin ve siipiiriiciilerin kontroliiniin, bitkilerde
kuraklik toleransi ig¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (Van Camp et al. 1996;
Mittler & Berkowitz 2001). Ayrica, Kkloroplastlarda ROS siipiiriicii
mekanizmalarin eksikliginin kuraklik stresine duyarliligi arttirdigi bilinmektedir

(Serrato et al., 2004;Wang et al., 2005).

1.1.2. Peroksizom

Peroksizomlarda bir¢ok metabolik siirecte yiiksek oranlarda H,O, ve Oy
tiretilir. Stoma kapanmasi ve kullanilabilir suyun azalmasi kloroplastlarda glikolat
iiretimini ve fotorespirasyonu artirirken mezofil hiicrelerindeki CO; ve O, oranini
azaltmaktadir. Hiicre i¢i HpO, {iretimi ¢ogunlukla peroksizomlardaki glikolat-
oksidazin katalizlemesiyle glikolatin yiikseltgenmesi sonucu fotorespirasyon
boyunca {iretilmektedir (Noctor et al., 2002; Karpinski et al., 2003). Ayrica,
stiperoksit radikallerinin dismutasyonu, flavin oksidaz yolagi, yag asidi f-
oksidasyonu ile de H,0; iiretilmektedir (Corpas, Barroso & del Rio, 2001; Palma,
Corpas & del Rio 2009). Peroksizomlarda agirlikli olarak bulunan CAT enzimi
artan fotorespirasyon kosullari altinda H,O,” yi detoksifiye etmektedir (Mittler et
al., 2004; Vandenabeele et al., 2004). APX ve ASA-GSH dongisii de
peroksizomlarda H,O,: nin siipiiriilmesine katkida bulunabilirler (Jiménez et al,
1997). Peroksizomlarda H,0,, iiretimi ayrica SOD ve ksantin oksidaz (XOD)
aktiviteleriyle de olugmaktadir (del Rio et al., 1996; Corpas et al., 2001).



Cevresel streslerin peroksizomlarda ROS iiretimini artirdigi, antioksidant
mekanizmalar1 engelledigi ve redoks dengesini bozdugu bilinmektedir (del Rio et

al., 1996; Nyathi & Baker, 2006).

1.1.3. Mitokondri

Mitokondride ROS iretiminin 0Ozellikle kuraklik gibi abiyotik stres
kosullart altinda arttig1 bilinmektedir (Alscher et al. 1997; Bartoli et al., 2004;
Pastore et al., 2007). Mitokondrideki ROS olusumunun baslica bélgeleri, elektron
tasima zincirindeki kompleks I ve kompleks III” diir (Mgller 2001; Rhoads et al.
2006; Moller et al. 2007). Oksijenden gelen elektronlar ubisemikinon ara {irtini
araciligiyla kompleks I ve kompleks III arasinda tagimir ve O olusur, H,O; © ye
indirgenmektedir (Raha & Robinson 2000; Rhoads et al., 2006). Kuraklik stresi
siiresince, mitokondriyal solunumun artisina neden olan elektronlarin sitokrom
araciligiyla O,’ye tasinmasi sirasinda ROS iiretilmektedir (Norman et al., 2004).
mitokondriyal elektron tasima zincirinin fonksiyonunun bozulmasi ubikinon (UQ)
havuzunun asir1 indirgenmesiyle sonuclanmakta ve ROS {iretiminde artisa neden
olmaktadir (Rhoads et al., 2006). ROS seviyesinde degisimler retrograde (geri
hareketli) sinyal tetikleyici olarak Onerilen Kompleks I’ in bozulmasindan
kaynaklanmaktadir ~ (Rhoads et al., 2006). Mitokondriyal alternatif oksidaz
(AOX) ve mangan SOD (Mn-SOD) bu sinyal yolagini kontrol etme fonksiyonuna
sahip olan 6nemli enzimlerdir (Foyer & Noctor, 2005). AOX, UQ havuzunun
indirgenmis halinin korunmasinda ve mitokondride diisiik ROS iiretiminden
sorumludur. Mn-SOD ise ROS detoksifikasyonun ilk asamasinda O, ‘i H,O; ‘ye
dontistirmektedir (Meller, 2001; Arnholdt-Schmitt, Costa & de Melo, 2006;
Rhoads et al., 2006).

Son yapilan ¢aligmalar, mitokondriyal AOXI1’i eksik Arabidopsis
bitkilerinde, mitokondri kadar kloroplastlardaki antioksidant mekanizmalarini
igeren transkriptlerin de ifadelerinin degistigini ve orta siddetli 1s1k stresi ve

kuraklik kombinasyonuna duyarli oldugunu gostermektedir (Giraud et al., 2008).



1.1.4. Apoplast

Apoplastta, kuraklik gibi olumsuz cevresel kosullarina ve absisik asite
(ABA)’ te cevapta H,0O, liretiminin gergeklestigi bilinmektedir (Hu et al., 2005;
Hu et al., 2006; Jubany-Mari et al., 2009). AtRbohD ve AtRbohF Arabidopsis’ in
bek¢i ve mezofil hiicrelerinde ifade olan iki temel NOX’ u kodlamaktadirlar.
AtRbohD ve  AtRbohF, ABA-bagimli stoma kapanmasinda gerekli olan
apoplastik ROS olusumundan sorumludur (Kwak et al., 2003; Torres & Dangl,
2005). Diger apoplastik ROS olusturucu enzimler poliamin oksidazlar,
peroksidazlar ve hiicre duvar ile iliskili oksidazlardir (Mittler, 2002; Moschou et
al., 2008). Apoplasttaki H,O; birikiminin, hiicre duvar1 kalinlasmasi ve biiyiime
gibi kuraklik stresine alisma yanitlarina dahil oldugu distiniilmektedir (Ros

Barceld, 2005; Jubany-Mari et al., 2009).

1.2. Kurakhk Stresi Boyunca Enzimatik Olmayan ROS Siipiiriiciileri

Tokoferoller, AsA ve GSH gibi diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar
kurakliga alistirma yanitlarim1 degistirerek abiyotik stres ile iliskili genlerin
ifadesini etkilemektedirler (Halliwell & Foyer, 1976; Takahashi & Asada, 1988;
Foyer & Noctor, 2005).

AsA bitkilerde ROS’ un neden oldugu hasarlar1 en aza indiren veya
onleyen, bol bulunan, giiclii, suda ¢éziinebilen. (N. Smirnoff, 2005; H.R. Athar et
al., 2008) ve birgok onemli reaksiyonda elektron vericisi olarak gorev alan 6nemli
bir antioksidandir (Smirnoff & Pallanca, 1996; Noctor & Foyer, 1998; Asada,
1999; Smirnoff, 2000; Mano, Hideg & Asada, 2004; Ivanov et al., 2005; Shao et
al., 2008). Bitkilerde mitokondride AsA metabolizmast Gemli bir rol
oynamaktadir. Bitki mitokondrisinde AsA hem L-galakton-y-lakton dehidrogenaz
ile hemde AsA’ in okside formundan yenilenmektedir (A. Szarka et al., 2007).
AsA en giiglii ROS siipiiriicii olarak kabul edilmektedir ¢iinkii, enzimatik ve
enzimatik olmayan reaksiyonlarda elektron vericisidir. AsA, tokoferoksil
radikallerinden a-tokoferol yenilenmesiyle ve O, ve OH" dogrudan siipiiriilmesi
ile zarlarm korunmasmi saglayabilir. Kloroplastlarda AsA viyolaksantin de-
epoksidazin  kofaktoriidiir ve boylece asir1  enerjinin  uzaklastirilmasinm

saglamaktadir (N. Smirnoft, 2000).



ASA-GSH dongiisiinde AsA’ in 6nemine ek olarak prostetik gecisli metal
iyonlart igeren enzimlerin aktivitesinin korunmasinda énemli bir rol oynamaktadir
(G. Noctor and C.H. Foyer, 1998). AsA redoks sistemi MDHA, DHA ve L-
askorbik asitten olusmaktadir. DHA, AsA’ 1 olusturmak i¢cin GSH ile
indirgenmektedir( C.H. Foyer and B. Halliwell, 1976).

GSH indirgenmis formu tiim hiicre bélmelerinde bol miktarda bulunan bir
ticlii peptittir (Foyer & Noctor, 2005). GSH’ 1n okside formu, GSSG’ nin GSH’ a
orant H,O,’ nin pargalanmasi siiresince hiicrede redoks dengesinin korunmasinda
O6nemli rol oynamaktadir (Shao et al., 2008). Buna ilave olarak, GSH AsA-GSH
dongiisiinde indirgenmis AsA’in yenilenmesinde Onemli rol oynamaktadir
(Halliwell & Foyer, 1976). Aygicegi siirglinlerinde toplam GSH kuraklik sirasinda
artmistir (Sgherri & Navari-1zzo, 1995). Redoks ¢ifti olarak fonksiyon gosteren
GSH/GSSG’ 1in yiiksek oranlarinin  korunmasit bugdayda ve domateste
(Myrothamnus flaberllifolia) koruyucu olarak kuraklik toleransinda onemli rol
oynadig1 gosterilmistir (Kocsy, Szalai & Galiba, 2002; Kranner et al., 2002).

a-tokoferol (vitamin E) oksidasyonda yaglari koruyabilen ve ROS
stiptirebilen lipid antioksidanidir (Munné-Bosch & Alegre, 2002; Asada, 2006; Li
et al., 2008). Akdeniz calilari, biberiye ve soya fasulyesi yapraklarininda dahil
oldugu farkli bitkiler ile yapilan bir¢ok ¢alismada, kuraklik stresinin a-tokoferol
seviyesinin arttirdigi gosterilmistir (Munné-Bosch & Alegre, 2000; Shao et al.,
2008; Munné-Bosch et al., 2009). Buna ilave olarak, vitamin E sentezi i¢in
gerekli bir enzim olan, Arabidopsis tokoferol siklazin (VTEI) asir1 ifadesi,

tiitlinde vitamin E seviyesini ve kuraklik stresine toleransint arttirmistir (Liu et al.,

2008).

1.3. Kuraklik Stresi Boyunca ROS ve Hormonal Diizenlenmesi

Bitki hormonlar1 yaslanma ve absisyon gibi stres toleransini etkileyen
gelisim siireclerinin diizenlenmesi, stres yanitlarinda hidrolik iletkenlik ve stoma
kapanmas1 gibi aligma yanitlarinin aktive edilmesiyle tuzluluk ve kuraklik
yanitlarinda koruyucu sinyal gorevi oynamaktadir (Schroeder, Kwak &Allen,
2001; Finkelstein & Gibson, 2002; Norman et al., 2004; Miao et al., 2006; Zhang
et al., 2006; Rivero et al., 2007; Boursiac et al., 2008; Sakamoto et al., 2008).



ABA’ nin, misirin embriyo, siirglin ve yapraklarinda HO; seviyesi artirdigi
gosterilmistir, fakat misir yapraklarinda APX ve GR kadar, siyosolik Cu/Zn SOD
ve CATI1, APXI1, glutatyon rediiktaz 1 (GR1) (Zhang et al., 2006) gibi ROS agi
genlerini aktiflestirdigi ve ifadesini artirdig1 gosterilmistir (Guan & Scandalios,
2000; Zhang et al., 2001; Hu et al., 2005). ABA-bagimli stoma kapanmasi
NADPH oksidaz aktivitesine kismen baglidir (Pei et al., 2000; Kwak et al., 2003;
Torres & Dangl, 2005). Mitokondriyal AtGPX3 eksikligi kurakliktaki bitkilerin
hassasligini ve bekg¢i hiicrelerinde H,O; liretimini artirmistir.

Arabidopsis gpx3 bitkilerinde, redoks durumunun diizenlenmesinde
kuraklik boyunca ABA’ ya cevapta onemli oldugu kabul edilen ABA-duyarli
genlerin ifadesine ve kalsiyum kanallarinin ABA aktivasyona hasar vermistir
(Miao et al., 2006). ABA ve kuraklik sirasiyla H,O, ve O; iireten ksantin
dehidrogenazin (XDH) ve sitosolik aldehit oksidazin (AO) aktivitesini uyardigi
gosterilmistir (Yesbergenova et al. 2005). Buna ek olarak, arabidopsis, domates
ve tiitlin bitkilerinin ABA-eksik mutantlar1 AO ve XDH aktivitelerinden
yoksundur (Leydecker et al., 1995; Sagi, Fluhr &Lips, 1999; Schwartz et al.,
1997). Her iki gen kuraklik stresinde ABA-bagimli sekilde AO ve XDH aracilig1
ile bitkilerde ROS birikimini artirabildigi kabul edilen ABA uygulamasi
sonrasinda ROS iiretebilmislerdir (Yesbergenova et al. 2005).

Kuraklik stresi boyunca, sitokinin seviyesi (CK) stoma kapanmasina yol
acan ABA’ ya cevapta siirgin uzamasi azalmistir (Davies & Zhang, 1991;
Goicoechea, Antolin &Sanchez-Diaz, 1997). CKs ve ABA bu stres-indiikli
degisimlerde yaprak absisyonuna yol agan erken yaprak yaslanmasini diizenler,
boylelikle su kaybini indirger ve bitkinin iist tabakasini azaltmaktadir (PospiSilova,
Synkova & Rulcova, 2000). Transgenik tiitiin bitkilerinde ifade olan CKs
biyosentezinde hiz sinirlayict adimi katalize eden bir enzimi kodlayan
izopenteniltransferaz (IPT) geni, kuraklik toleransini artirdigi ve su verimliligini
gelistirdigi gosterilen kurakliga bagli yaslanma ile iligkili reseptdr protein kinaz
(SARK) promotorunun kontrolii altindadir (Rivero et al., 2007). SARK-IPT
transgenik bitkiler ROS metabolizmasi genlerinden 6zellikle AsSA—GSH dongiisii
genlerinin ifadesini artigi gosterilmistir (Rivero et al., 2007). Son zamanlarda
peroksizomlarda CAT varhiginin artmasiyla birlikte kuraklik boyunca
fotorespirasyonun artmasi strese toleransa katki sagladigi gosterilmistir (Rivero,

Shulaev & Blumwald, 2009).
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Salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA) ve etilen sistemik kazanilmig
direncin uyarilmasi ve patojen ve bocek saldirilarina karst savunma cevabini
igeren sinyal aginin 6nemli diizenleyicileridir (SAR; Pieterse & Van Loon, 2004).
Zat7, Zatl2 WRKY25 ve Apxl (Rizhsky et al., 2004a) gibi ROS yanit genlerin
promotor bolgesindeki diger elementlere ek olarak SA-, JA- ve etilene duyarl: cis
elemetlerinin varligi bitki-patojen etkilesiminin Otesinde bu hormon aracili
yanitlar i¢in daha genis kapsamli bir rol oldugu dolayli yoldan kabul edilmistir.
Benzer NaCl ve SA uygulamalar1 su alim kapasitesini (yani hidrolitik iletkenlik,
Lpr) inhibe eder ve Arabidopsis koklerinde ROS birikimini uyarmaktadir. SA-
indiikli Lp,° nin inhibisyonu ROS olusumuna bagldir ve kismen H0;
stiptiriilmesi ile etkisiz hale gelebilir oldugu gosterilmistir (Boursiac et al., 2008).
SA potansiyel olarak AOX aktivitesini artirarak mitokondriyal ROS olusumunu
degistirebilir ki dolayist ile UQ havuzunda sitokrom yolagi ile ROS iiretimi
atlatilabilir (Norman et al., 2004). Metil jasmonat (MJ) stoma kapanmasina neden
olan bekgi hiicrelerdeki H,O, iiretimini tesvik edebilir; buna ek olarak, MJ-
indiiklii stoma kapanmasi AtrbohD/F ¢ift mutantta hasara ugramistir (Suhita et al.,
2004). ERF/AP?2 siiper ailesine ait bir alt aile olan etilene yanit faktorleri (ERFs),
abiyotik stres yanitinda bu proteinlerin rolii oldugu kabul edilen bircok streste
bitkilerin toleransimi artirdii gosterilen cis-elemetlerine bagli proteinler GCC-
box-, DRE-/CRT- ve CE1- ‘ dir (Wu et al., 2008). Ozmotik ve oksidatif strese
duyarli ERF olan transgenik tiitiinlerde eksprese olan JERF3 ROS birikiminin
azalmasiyla ve ROS-detoksifikasyon enzimlerinin ifadesinin artmast da dahil
olmak tizere tuzluluk ve kurakliga adaptasyonu artirdigi goriilmiistiir (Wu et al.,
2008). Absisyon normal bitki gelisiminin normal bir pargasi olarak ortaya ¢ikar,
ama tuzluluk ve kuraklik gibi ¢evresel streslere yol acabilir (Taylor & Whitelaw,
2001). Etilen ve oksin’ nin (IAA) etilen-baslatic1 absisyon sinyalin baskilanmast
ve yapraklarda artan IAA etilene duyarliligi onledigi birgok bitki tiirlerinde
absisyonunu antogonostik iliskiyle diizenledigi gosterilmistir (Lewis, Leslie &
Liljegren, 2006; Sakamoto et al., 2008). IAA H;0; olusumunu inhibe etmesiyle
absisyon antogonistiktir, H,O; tiretiminin etilen-bagimli tuz stresi ile uyarilan

absisyon i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Sakamoto et al., 2008).
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1.4, Kurakhk Stresi Boyunca ROS Seviyesini Diizenleyen Ozmolitler

Kuraklik stresi sirasinda meydana gelen su kitliginda bitkideki su dengesi
hiicrelerdeki ozmotik diizenleme ile korunur. Bir¢ok bitki ozmolitlerin sentezi ve
birikimiyle bu kuraklik stresine yanit verir. Bitkiler, ancak su potansiyelleri (‘Y'w)
ortamlarinin suyununkinden daha diisiik oldugu siirece suyu absorblayabilir.
Ozmotik diizenleme yada hiicreler tarafindan ¢6ziinmiis maddelerin biriktirilmesi,
su potansiyelini azaltir. Ozmotik diizenleme, hiicre basina ¢dziinmiis madde
miktarinin artmasidir. Sekerler, , amino asitler ve inorganik iyonlar (6zellikle K+),
organik asitler gibi, ¢Oziinmils maddenin konsantrasyonu artirilarak
gergeklestirilir.  Bitki hiicrelerinin sitoplazmalarinda, enzimler yiiksek iyon

konsantrasyonlarindan ¢ok fazla etkilenebilir.

Ozmotik diizenleme sirasinda iyonlar vakuolde biriktirilir. Bdylece sitosol
ve hiicre igi organellerde enzimlerle temas etmeleri dnlenir. Iyonlarm farkli hiicre
kisimlarinda bolmelendirilmelerinden sonra, hiicrenin icinde su potansiyeli
esitliginin siirdiiriilmesi gerekir. Bunun icin sitoplazmada diger ozmolitlerin
biriktirilmesi gerekir. Denge olusturan ozmolitler enzimlerin islevlerini
etkilemeyen organik bilesiklerdir. Ozmolitler, yiiksek konsantrasyonda
biriktiginde organizma icin toksik olmayan, fizyolojik pH altinda nétr, diigiik
molekiil kiitleli ve suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip molekiillerdir. Bu maddeler
hiicrelerde yaygin olarak birikirler. Bitkiler denge olusturan ¢6ziinmiis maddeleri
sentezleyerek kok zonunda giderek artan kurakliga karsi diizenleme yaparlar.
Dokunun su kaybetmesine yanit olarak olusan ozmotik diizenleme yavas
gerceklestirilir. Birkag gilinliik bir siirede, diger degisiklikler (biiylime ve
fotosentez gibi) de olusur. Dolayisiyla, ozmotik diizenlemenin su kitligindan
bagimsiz ve dolayl bir yanit oldugu, ancak biiyiime hizindaki bir azalma gibi
bagka bir etmen sonucunda olustugu soylenebilir. Bununla birlikte, ozmotik
diizenleme yapamayan yapraklara gore, yapabilenler su potansiyelleri diisiik
oldugunda turgorlarin1 korurlar. Turgorun korunmasi, su potansiyeli diisiik
oldugunda hiicre uzamasinin siirmesini saglar. Ayrica stoma iletkenligini arttirir.
Bunlar, ozmotik diizenlemenin, su kaybina direnci arttiran bir alisma bigimi
oldugunu gostermektedir. Yaprak hiicrelerinde ozmotik diizenleme sonucu bitki

hiicreleri fazladan ne kadar su kazanabilirler?
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Alnabilir suyun biiyiikk bir boliimii bosluklarda (su ve hava ile dolu)
bulunur ve kokler tarafindan kolayca alinir. Toprak kurudukga ilk olarak
bosluklardaki su kullanilir. Geride kiigiik porlara sikica baglanmis kii¢iik miktarda

su kalir.

Ozmotik diizenleme, sikica tutulan suyun biiylik bir boliimiiniin bitki
tarafindan alinmasin1 saglar; ancak toplam kullanilabilir sudaki artis kiicliktiir.
Dolayisiyla, bitkinin kullanilabilir su bulmasi agisindan yaprakta ozmotik
diizenlemenin maliyeti kazancimi hizla azalmasiyla bastirilir.  Ozmotik
diizenlemenin, kurumaya karsi toleransi arttirdigini, ancak verimlilik iizerinde
biiyiik bir etkisinin bulunmadigin gosterilmistir (McCree ve Richardson 1987).
Her ne kadar yapraklardaki kadar yogun ¢alisilmamis ise de, ozmotik diizenleme
koklerde de yapilir.  Koklerdeki  diizenlemenin  mutlak  biiytikligii
yapraklardakinden daha kii¢iik olmasina karsin, ilgili dokudaki ¢6ziinmiis madde
potansiyeli (Ws) ylizdesi olarak, koklerde yapraklardakinden daha biiyiik olabilir.
Yapraklardaki gibi, bu degisiklikler, 6nceden su kaybetmis topraktan su alinimini
bir miktar arttirir. Bununla birlikte, kok meristemlerinde de ozmotik diizenleme
yapilabilir. Koklerde ozmotik diizenleme, turgor artisini ve kok biiylimesinin
stirmesini saglar. Toprakta su azaldikc¢a, meristem hiicrelerinde ozmotik basincin
diizenlenmesi, kok biiyiime oOzelliklerinde olusan degisikliklerin 6nemli bir

elemanmdir (Taiz and Zeiger, 2010)

Bu ozmotik diizenlemede bitkiler su alininmini kolaylastirmak igin
kurakliga yanit olarak kuaterner amin denge olusturan ¢oziinmiis maddelerden
olan glisinbetain (GB) ve prolin (Pro) gibi ¢6ziinebilir bilesikleri yani ozmolitleri
biriktirmektedir (Hare & Cress, 1997; Ashraf & Foolad, 2007). Ayrica ozmolitler
stres kosullar1 altinda ROS birikimine karsi hiicre korumasinda da gorev
almaktadir. Pro stres sirasinda sitosolde ve vakuolde birikmektedir (Aubert et al.,
1999; McNeil, Nuccio & Hanson, 1999) ve 'O, veya HO** in neden oldugu
hasarlara kars1 bitki hiicrelerini korudugu gosterilmistir (Matysik, Alia, Bhalu &
Mohanty, 2002). Dogrudan HO-* in siipiiriilmesi ve 'O,‘ nin suya verilmesiyle,
prolinin protein, DNA ve hiicre zarlarim1 korudugu belirlenmistir (Smirnoff &
Cumbes, 1989; Matysik et al., 2002).
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Dogrudan HO-’ in siipiiriilmesine ilave olarak, prolin HO- olusumunun
neden oldugu hasara karsi biyolojik dokular1 korur ve redoks-aktiviteli metal
iyonlarin1 baglayabilmektedir (Matysik et al., 2002).

Yaban tipten daha fazla prolin biriktiren transgenik bugday bitkilerinin,
kuraklik sirasinda daha az lipid peroksidasyon oranina sahip olduklar1 belirlenmis
ve yliksek prolin miktalarinin ROS hasarinin azalmasinda da is gordiigii ortaya
konmustur (Vendruscolo et al., 2007). Prolin sentezi sirasinda, NADPH kuraklik
stresi boyunca redoksa duyarli yolaklarin diizensizligini 6nleyen NADP+/NADPH
oraninin artirdig1 gibi, stres sirasinda PSI” in asir1 indirgenmesinin giderilmesi igin
gerekli olan ve NADP+’ nin kullanabildigini arttiran glutamatin indirgenmesinde
de kullanilmaktadir (Hare & Cress 1997). Buna bagl olarak, prolinin kuraklik
boyunca lipid peroksidasyonunu 6nledigi ve PSII' nin fotokimyasal verimliligini
korudugu bilinmektedir (Molinari et al. 2007).

Prolinin aksine, glisin betain (GB) abiyotik stresler boyunca dogrudan
ROS siipiiriilmesinde gorevli degildir (Smirnoff & Cumbes 1989; Chen & Murata
2008). Ancak, GB abiyotik stresler sirasinda oksidatif hasara karsi hiicreleri
korumaktadir (Park et al., 2007; Chen & Murata, 2008). GB agirlikli olarak
kloroplastlarda birikir ve stres kosullart altinda PSII’ nin verimliliginin
korunmasuyla iliskilendirilmektedir (Génard et al., 1991; Ashraf & Foolad, 2007;
Ben Hassine et al., 2008). Yapraga GB uygulamasi kuraklik stresi altindaki
pamuk bitkilerinin i¢csel GB seviyesini ve fizyolojik siireclerini etkilememistir
(Meek et al., 2003). Kuraklik stresi altindaki bitkilerin biiyiimesinde ve {iriin
verimi lizerinde ekzojen GB uygulamasinin olumlu etkilerinin oldugunu goésteren
birgok yayin vardir. Ornegin, Phaseolus vulgaris ¢ de GB uygulanan bitkiler kuraklik
stresi sirasinda uyulama yapilmayan bitkilere gére daha sonra solma gelistirmis
ve yaprak su potansiyeli daha yavas diisiis gostermistir (WeiBing and Rajashekar,
1999). Kuraklik stresi kosullari altinda biiyliyen pamuga (Gossypium hirsutum)
hem tohuma hemde yapraga ekzojen olarak GB uygulamasi yapilmis iiriin
verimini ve stres toleransini arttirmada etkili oldugu goriilmiistiir (Naidu et al.,

1998).
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Abiyotik stresler sirasinda c¢oziinebilir sekerler ozmotik ayarlamalarin
yanisira ROS sinyalizasyonunun diizenlenmesinde de rol almaktadir (Vinocur &
Altman, 2005; Seki et al., 2007). Coziinebilir sekerler oksidatif pentoz fosfat
yolagi, fotosentez ve mitokondriyal solunum gibi ROS siipiiriicii yolaklarda ve

ROS iiretiminin korunmasina ve metabolizmasina katilirlar (Couée et al., 2006).

Bu sekerlerden biri olan mannitoliin stres boyunca 6zellikle OH' in neden
oldugu fotooksidatif hasara kars1 hiicreleri koruyabilecegi bilinmektedir. Mannitol
{iretimi arttirilan transgenik tiitiin bitkilerinin oksidatif strese karst OH' in
stipiiriilme kapasitesini fazlalagtirdigr gosterilmistir (Shen, Jensen & Bohnert,

1997a,b).

Disakarit trehaloz stres kosullar1 altinda ABA metabolizmas1 ve karbonu
diizenleyen sinyal molekiilii olarak bilinmektedir (Avonce et al., 2004). Onceki
calismalarda, trehaloz geninin asir1 ifadesinin kuraklik siiresince transgenik
bitkilerde toleransi arttirdigi anlasilmistir (Garg et al., 2002; Penna, 2003;
Miranda et al., 2007). Kurakliga yanit mekanizmalarindan birininde trehaloz
oldugu belirlenmistir. E. coli trehaloz biyosentetik genini ifade eden transgenik
celtik bitkilerinde yaban tip bitkiler ile karsilastirildiginda kuraklik boyunca PSII’
de fotosentetik hasarinin azaldig: bilinmektedir (Garg et al., 2002).

1.4.1. Karnitin

Karnitin mikrobiyal, bitkiler ve hayvanlar alemleri iiyelerinde yaygin
olarak bulunan ve g¢esitli metabolik ve fizyolojik islevleri olan bir ozmolittir.
Dortlii amonyum bilesigi olan karnitin, strese adaptasyonu, stres toleranst,
detoksifikasyonu ve enerji metabolizmas: gibi temel biyolojik fonksiyonlara
sahiptir (Charrier et al., 2012).

Mayalarda karnitin yag aside metabolizmasina alternatif bir mekik
sisteminin pargasidir. Bu sistem glioksilat dongiisiinii atlayarak asetatin
peroksizomdan mitokondriye tasmimma izin verir ve Krebs dongiisiini
beslemektedir (Bourdin et al. 2007). Mayalarda yag asit yikimi genellikle
peroksizomlarda gergeklesir. Saccharomyces cerevisiae’ da, glioksilat dongiisii
engellendiginde, karnitin mitokondriye glioksizomlardan asetil-CoA taginmasinda

rol alabilir (Van Roermund et al., 1999).
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Bu durum karnitin translokaz aktivitesiyle ve her iki organelde karnitin
transferazlarin varligiyla asetat gruplarinin karnitin ve COASH ile ¢ift tarafli
degisimi yoluyla gerceklesmektedir. Saccharomyces cerevisiae’ da oleatin B-
oksidasyonu ile dretilen asetil-CoA, glioksilat dongiisii boyunca siiksinat
kaynagidir. Ayrica Asetil-CoA peroksisomal karnitin asetil transferaz (CAT2)
enzimi ile karnitine de baglanabilir (Elgersma et al., 1995). Elde edilen
asetilkarnitin mitokondriye tasinir. Mayalarda oleatin tek karbon kaynagi oldugu
durumlarda siiksinat ve asetilkarnitin yolaklari ile biiylime devam ettirebilmekedir
(van Roermund et al., 1995, 1999). Peroksizomal CAT2 veya glioksizomal
dongiisiiniin anahtar enzimi olan peroksizomal sitrat sentazin (CIT2) tekli
mutasyonlar1 oleat iizerinden biiylimeyi etkilemez. Ancak, CAT2 ve CIT2’ nin
her ikiside inaktive edilen ikili mutantlar oleat iizerinde biiyiiyemezler (van

Roermund et al., 1995, 1999).

Neurospora crassa ve Candida albicans gibi mantarlarda karnitin tiretirler
(R.A. Kaufman & H.P. Broquist, 1977 and K. Strijbis et al., 2009) Aspergillus
nidulans * da oleat-biiyiiyen mutantlarda tanimlanan acuH lokusu karnitin agil
tastyicist (CAC) benzeri protein kodlamaktadir. Benzer sekilde, bu fonksiyonun
mitokondriyal agil karnitin tagtyicis1 oldugu kabul edilir (DeLucas et al., 1999).

Hayvanlarda karnitin disaridan gida ile alinabilirken , aym1 zamanda
karaciger, bobrek ve beyinde de sentezlenebilir (F.M. Vaz & R.J. Wanders, 2002).
Karnitin onciilii olan 6-N-trimetillizin (TML) lizozomal veya proteozomal
protein degradasyonuyle olusturulmakta ve dort asamali bir yolak sonucu karnitini
olusturmaktadir (sekil 2). Bu bilesik ilk olarak TML dioksigenaz (TMLD; EC
1.14.11.8) ile hidroksillenir ve elde edilen 3-hidroksi-6-N-trimetillizin (HTML)
HTML  aldolazin  katalizlemesiyle @~ (HTMLA; EC 4.1.2.X) 4-N-
trimetilaminobiitiraldehit (TMABA) ve glisine ayrilir. TMABA dehidrogenaz
(TMABADH; EC 1.2.1.47) TMABA’ i 4-N-trimetilaminobutirat (Y-biitirobetain,
Y-BB) doniistiiriir. Son olarak Y-BB karnitini iiretmeki¢in Y-BB dioksigenaz
(BBD; EC 1.14.11.1) tarafindan hidroksillenir.
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Sekil 1.1 Memelilerdeki karnitin biyosentez yolagi (Vaz and Wanders, 2002’ den).

Hayvan hiicrelerinde, B-oksidasyon yolagi peroksizom ve mitokondride
gerceklesir. Karnitinin, B-oksidasyonunda tasinan aktive edilmis yag asitlerinin
peroksizomlardan mitokondriye hareketinden dolayr yag asidi metabolizmasina
katildig1 bilinmektedir (R.R. Ramsay, 2001). Karnitin metabolizmasina karnitinin
katilim1 agir1 veya yetersiz asetil-CoA saglandigi durumlarda mitokondriyal asetil-
CoA havuzunun tamponlanmasini kapsar (Bieber et al. 1982; Lysiak et al. 1988;
Stephens et al. 2007). Yag asitlerinin peroksizomlardan mitokondriye taginimini
saglayan karnitin mekik sistemi, yag asitleri lizerinden karnitin ve koenzim A’ nin
cift yonli degisimini yapabilen ve hiicre i¢i zarlar boyunca Karnitin esterlerinin
tasinmasindan sorumlu karnitin/agilkarnitin traslokazi (CACT) olan karnitin agil

transferazlar1 (CAT) igerir.



17

CoASH

Asetilkarnitin

Asetil-CoA

Kamitin Karnitin
S
Uzun zincirli
Agil-CoA C CoASH
X W
Uzun zincirli Agil-CoA

CoASH

Uzun zincirli Uzun zincirli
Agilkarnitin Agilkamitin

Membran

Mitokondri
Matrix

Sekil 1.2 Memelilerde i¢ mitokondriyal agil CoA/CoA oraninin diizenlenmesinde ve
mitokondriyal uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonun tasinmasinda karnitinin fonksiyonu.
yolagi (Vaz and Wanders, 2002’ den).

Membran

CoA esterleri olarak mevcut olan sitosolik uzun zincirli yag asitleri,
mitokondrinin dis zarindaki karnitin palmitoiltransferazin (CPT I) katalize ettigi
reaksiyonda karnitini olusturmak {iizere transesterlestirilir. Bu reaksiyonda, CoA'
dan uzun zincirli yag asitlerinin ac¢il kisimlari, karnitinin hidroksil grubuna
aktarilir. Elde edilen uzun zincirli acil karnitin esterleri, spesifik tasiyici olan
CACT ile mitokondrinin i¢ zar1 iizerinden tasinir. Mitokondriyal zarin matriks
tarafinda, uzun zincirli yag asitleri CoA ile transesterifiye edilir, bu reaksiyon
karnitin palmitoiltransferaz Il (CPT 1I) ile katalize edilir. Serbest birakilan
karnitin tasimim i¢in CACT yoluyla mitokondriden ayrilir. Mitokondriyal
matriksteki, karnitin asetil transferaz enzimi i¢ mitokondriyal karnitini kullanarak
acilkarnitinleri kisa ve orta zincirli a¢ilCoA’ lara yeniden doniistiirmesi
miimkiindiir. Bu acil karnitinler CACT yoluyla mitokondriden ayrilabilirler. Bu
mekanizmada agilasyon geri dontistimliidiir, karnitin serbest CoA ve acil-CoA’
nin hiicre i¢i konsantransyonunu diizenler.

Cesitli karnitin agil tasiyic1 (CAC) protein mutantlar1 insan, Drosphila ve
solucanlarda tanimlanmistir. Karnitin hayvanlarda, hormonal faaliyetlerin
diizenlenmesinde, yetersiz metabolize edilen agillerin saliniminda, agil karnitin
formunda enerji depolanmasinda, koenzim A’ nin i¢sel dengesinin saglanmasinda

ekstra rollere sahiptir ( F.M. Vaz and R.J.A.Wanders, 2002).
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Bitki hiicrelerindeki, yag asidi degregasyon yolagi ve konumu hayvan
hiicrelerinden farklidir. Bitkiler tohum gelisimi ve embriyogenez boyunca
tohumda depolanan besinlere bagimlidir. Depo molekiillerin yikimi karbon ve
enerji kaynagi olan sekerleri iireten fotosentetik kloroplastlarin olugmasi igin
malzeme ve enerji saglar. Arabidopsis gibi yagli tohumlarda embriyonun
kotiledon hiicreleri icindeki yag -cisimciklerini igeren triagilgliserid (TAG)
formundaki lipidler ¢imlenme sonrasi biiyiime i¢in gerekli olan enerji deposunun
bir pargasidir. Yagh tohumlar ¢imlendiginde, peroksizomlarin 6zel bir formu olan
glioksizomlarda TAG parcalanmasi ile es zamanl olarak farklilasma meydana
gelir (Olsen and Harada, 1995; Olsen, 1998).

Bitki glioksizomlar1 B-oksidasyonu siiresince yag asitlerinin tamaminin
pargalanmasi i¢in gerekli enzimleri icerdigi gosterilmistir (Kleiter and Gerhardt,
1998; Hayashi et al., 1999). Bitki hiicrelerinde karnitinin varhgmmi  ve
mitokondriyal zarlar boyunca agil molekiillerin taginmasi da dahil olmak tizere
bitki metabolizmasindaki roliinii agiklayan pek ¢ok yayin vardir ( Wood et al.,
1992). Karnitin agil transferaz CAT kabak mitokondrisinden saflastirilmistir
(Schwadbedissen-Gerbling and Gerhardt, 1995). Ancak, yagli tohumlarin
cimlenmesi boyunca ve yag asitlerinin pargalanmasinda karnitin-bagimli
tasinmanin biyolojik rolii acgik degilidir. Yag asitlerinin pargalanmasiyla {retilen
asetil-CoA glioksilat dongiisiiyle siiksinata dontismektedir. Daha sonra siiksinat
mitokondriye tasinmaktadir (ap Rees, 1987; Gerhardt, 1993). Siiksinat solunumda
ATP iretimim i¢in subsurattir ve glilkoneojenez ile seker sentezi igin
sitoplazmadan taginabilen malata doniistiiriliir.

Is1ga bagiml olan hasarli ¢imlenme sonrasi fenotipe yol agan Arabidopsis
mutantlarindan BOU tanimlanmistir.  Isikta biiylidiiglinde, mutant bitkiler
ototrofik biliyimeye devam edememislerdir. Ancak, siirglinler karanlikta
c¢imlendirildigi zaman veya ortama seker eklendiginde gelismeye devam
etmislerdir. Transpozon ile bozulan mutantlarda BOU geni tanimlanmistir. BOU
kodlama dizisi mitokondriye asetat (asetilkarnitin) veya yag asitleirnin karnitin
esterlerinin (ag¢ilkarnitin) translokasyonuna katilan CAC-benzeri protein ailesi ile
homoloji gostermistir. BOU proteini mitokondride bulunmaktadir. BOU 1sik ile
diizenlenen yolaklarda tanimlanmasi, ¢imlenme sonrast biiylime boyunca

glioksilat dongiisiine alternatif olabilecegini gostermektedir (Lawand et al., 2002).
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Arabidopsis thaliana ve diger bitki tiirlerinin (Bourdin et al., 2007)
dokularinda  serbest  karnitinin  yaninda  acil-karnitinlerinde =~ miktar

belirlenmesi bitki lipid metabolizmasinai karnitinin katilimini gostermektedir.

Karnitinin metabolik fonksiyonununa ek olarak karnitin, son yillarda
elverissiz olan hiicresel ortamlarin islenmesi ile iliskili yeni rolleri belirlenmistir.
Sitoplazmik fonksiyonlar1 degistirmeden hiicre icinde yiiksek seviyelerde
birikebilen “uyumlu” bilesiktir. Bakterilerde birikiminin, ozmotik stres (Canovas
et al. 2007) ve soguk stresinin {istesinden gelmede islevi oldugu bildirilmistir
(Angelidis and Smith 2003). Ayrica karnitinin soguk stresinde zar lipidlerinin
adaptasyon siirecinde gerekli olan yag asitlerinin (FA) hiicre i¢ine tasinmasinda
gorev aldig ileri siiriilmiistiir (A.S. Angelidis & G.M. Smith, 2003). Memelilerde,
FA metabolizmasma katilmi ile baglantili olarak karnitin hiicre tarafindan
metabolize edilemeyen ilag tiirevili karnitin esterleri gibi yag asitlerinin, doku
atilmin1 kolaylastirarak detoksifikasyona yardimer olur (E. Arrigoni-Martelli, &
V. Caso, 2001). Buna ilave olarak, karnitin memelilerde (G. Sener et al., 2004 and
D. Silva-Adaya et al., 2008) ve mantarlarda (J. Franken et al., 2008) antioksidan
ozellige sahiptir. Ayn1 zamanda karnitin muhtemelen ¢evresel hipertoniseye karsi
bazi hayvansal dokularda hiicrelerin adaptasyonuna katilir (Peluso et al. 2000;
Cotton et al. 2009).

Bakterilerde, hayvanlarda ve tek hiicrelilerde oldugu gibi su stresindeki
bitkilerde de ozmolit ve/veya antioksidan o6zelliklere sahip olabilecegi
belirtilmistir. Arabidopsis’ de normal kosullarda hiicre i¢i karnitin miktarinin
mikromolar diizeyde oldugu bilinmektedir. Arabidopsis herhangi bir gelisim
bozukluguna neden olmadan karnitin ekzojen kaynagina cevap olarak milimolar
konsantrasyona kadar biriktirebilmektedir. Karnitinin tuz ve ozmotik stres
kosullarinda A. Thaliana siirgiinlerinde iyilesme ve gelisimin arttirmasi bitkilerde

abiyotik stres toleransini sagladigini gostermistir (Charrier et al., 2012).

Abiyotik stres toleransini saglamada, ozmolit etkisinin yani sira karnitin
tuz stresi sirasinda tonoplast ve plazma membranindaki ¢esitli sodyum iyonu

tastyicilarinin diizenlenmesi ile sodyumun toksik etkisini azaltabilmektedir.
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Hiicre ici Na' birikiminin engellenmesi; girisin engellenmesi, cikisin
kolaylastirilmas1 vakuolar biriktirme yoluyla gergeklestirilir (Tuteja 2007; Pardo
2010). Memelilerde, hiicre i¢ine karnitin almmmi Na'/karnitin simporter1 olan
OCTN2 tastyicist ile gergeklestirilmektedir (Tamai et al., 2001). Bitkilerde
OCTNZ2’ yide igeren alti adet organik katyon tastyicist (OCT) tanimlanmistir.
Plazma membraninda var olan varsayillan karnitin tasiyicist (AtOCT1)
tamimlanmustir (Lelandais-Briére et al., 2007). Diger bes OCT, tonoplastta yer alir,
OCTN2 benzer sekilde hareket eder, vakuolde Na' biriktirilmesine izin verir ve
tuz, kuraklik, soguk gibi streslere cevapta ifadeleri artmaktadir (Kiifner and Koch,
2008).

Charrier et al, (2012)’ ye gore transkriptomik analizler, hiicre i¢i karnitin
birikimi  ABA-duyarli genlerin diizenlenmesine yol ag¢tigindan dolayr ABA
yolaginin diizenlenmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. ABA’ nin lateral kok
uzamasi lzerindeki inhibitor etkisi goz Oniine alindiginda, karnitinin ABA ile
antagonistik calismasi, Arabidopsis siirglinlerinde karnitin uygulamasi ile uyarilan
kok biiyiimesindeki artisi agiklayabilir (Lelandais-Briere et al., 2007). Tuz stresi
uygulanan siirgiinlerin iyilesmesinde karnitinin pozitif etkisi ABA ile antagonistik
calismasi ile agiklanabilir; ABA mutantlarinda erken siirgiin gelisimi ve ¢imlenme
boyunca tuz toleransi gelismistir (Léon-Kloosterziel et al., 1996), bu muhtemelen
olumsuz su kosullart altinda ¢imlenmenin fizyolojik olarak durdurulmamasindan
kaynaklanmaktadir (Gonzalez-Guzman et al. 2002). Karnitin ve proline karsi
abil-1 mutatinin duyarhilik gostermesi her iki bilesikte ABA sinyal iletim
yolagiyla veya araciligiyla etki etmektedir. ABA’ nin kontrolii stres adaptasyonu
saglayan tiim ozmolitlerin 6zelligi degildir, ama ozmolitler ABA yolag: ile
uyarilan biiylimenin inhibisyonunun bastirilmasindan sorumlu olabilirler (Charrier
etal., 2012).

Hayvan hiicrelerine uygulanan karnitin, NO (nitrik oksit) {iretimini
artirmaktadir (Neill et al. 2008), NO, ABA-bagimli ve bagimsiz yolaklar
araciligiyla Arabidopsiste abiyotik stres toleransi ile iligkili sinyal molekiiliidiir.
Bu artis su sekilde olmaktadir; karnitin arginaz aktivitesini diisiiriir ve NOS
(nitrik oksit sentaz) aktivitesi i¢in gerekli arginin seviyesini artirir (Ishii et al.,
2004), boylece NO seviyesi artmaktadir (Erbas et al., 2007). Hiicrelerde turgor
kaybuna neden olan kuraklik stresi ABA biyosentezini tetiklemektedir.
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ABA, ABA reseptdriinii igeren sinyal yolagi lizerinden NADPH oksidaz
vasitasiyla H,O, iiretmektedir. H,O; nitrat rediiktaz ile NO’ yu uyarir ve NOS
benzeri enzimler araciligiyla OXI1 protein kinaz ve Ca’ igeren sinyal yolagn
katilabilir. NO, MAPKs, cGMP, and Ca? gerektiren adimlarla stoma
kapanmasina neden olmaktadir. ABA ve Hy0; den gelen sinyallerlede NO’ dan
bagimsiz olarak stoma kapanmasi gerceklesebilir. NO, MAPK ve tanimlanmamis
diger sinyalller araciligiyla antioksidan gen ve enzim aktivitesini artirmaktadir.
NO, S-nitrosilasyon ve nitrasyon sonucunda proteinlerin konformasyon
degisikliklerini uyarabilimektedir. Bu NO’ nun ikincil haberci oldugunu
gostermektedir (Neill et al.,2002).

Abiyotik
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Sekil 1.3 Oksidatif, su ve abiyotik streslerde ABA, H,0, NO arasindaki sinyal etkilesimi (Neill et
al., 2008’ den).

Karnitinin bakteri, mantar ve hayvanlarda belirlenen ozmolit ve/veya
antioksidan ozelligindeki metabolik rolleri, ABA ve NO ile iliskisi ile ilgili
bilgiler bitkilerde sinirhidir. Karnitin’ in bitkilerde kuraklik stresi sirasinda stres
tyilestirlmesindeki roliiniin agiklanmasi amaciyla su kiiltiiriinde biiytitiilen
Arabidopsis thaliana (Col.) bitkilerine 48 saat siireyle PEG6000 uygulamasi
yapilmistir ve boylece fizyolojik kuraklik yaratilmistir.
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Karnitinin ayn1 zamanda stres faktorlerine karsi koruyucu rollerinin
aydinlatilmasi amaciyla disaridan karnitin uygulamasi yapilan Arabidopsis
thaliana bitkilerinde hem normal kosullarda hemde kuraklik kosullarinda ROS
sinyallemesi ve antioksidan savunma yaniti arastirilmistir. Calismada kontrol,
kuraklik (%10 PEG 6000), karnitin (3 uM), kuraklik-karnitin (%10 PEG 6000+ 3

uM karnitin ) olmak tizere 4 ayr1 grup kullanilmistir.

Bu calismada, (i) Arabidopsis’ te kuraklik ve karnitin uygulamasinin
fizyolojik parametreler lizerindeki etkisi, (ii) kuraklik stresi altindaki bitkilerde
ROS diizenlenmesini ve bu ROS’ larin siipiiriilmesinden sorumlu bazi antioksidan
enzimlerin aktivitelerini nasil etkiledigi, (iii) kuraklik stresine maruz birakilan
bitkilere disaridan karnitin uygulamasiyla ROS diizenlenmesinin ve antioksidan
savunma sisteminin nasil degistigi, (iv) stres uygulanma siiresince karnitin ve
ROS diizenlenmesi arasindaki iliskinin nasil oldugu arastirilmistir. Bu nedenle

calismamizda,

1- Kuraklik stresi (%10’ luk PEG) wuygulamas: altinda fizyolojik
paramatreler

2- Karnitin (3 uM ) uygulamasi altinda fizyolojik parametreler

3- Kuraklik stresi (%10’ luk PEG) ve karnitin (3 uM ) uygulamasi altinda
fizyolojik parametreler

4- Yukarida belirtilen kosullara bagli olarak H;0, miktar1 ve NOX
aktivitesi ve izoenzimlerin aktivitesi Olgiilerek ROS diizenlenmesi

5- ROS siipiiriilmesinden sorumlu olan SOD, CAT, POX, APOX, GR,
DHAR, MDHAR gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve SOD, CAT, POX,
GR izoenzimlerin aktivitesi

6- Hiicre zarinda lipid peroksidasyon seviyesi

hem siirglinlerde ve hem de koklerde belirlenmistir.



23

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Deneme Deseni

2.1.1. Tohum sterilizasyonu

Arabidopsis thaliana yaban tip kolombiya (col-0) ekotipine ait tohumlar 1
dk. boyunca %70 etanol’ de yiizey sterilizasyonuna maruz birakilmistir.
Ardindan 5 defa steril deiyonize su ile yikanmistir. Sonrasinda 10 dk. boyunca %
4 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile ylizey sterilizasyonuna maruz birakilmistir.

Ardindan 5 defa steril deiyonize su ile yikanmustir.

2.1.2. Biiyiime kosullar1 ve stres uygulamalari

Tohumlarin ekimi ve bitkinin  biiylimesi i¢in hidrofonik ortam
kullanilmistir. Hidrofonik ortamda yarim kuvvet hoagland ¢ozeltisi kullanilmigtir
(Hoagland and Arnon, 1950). Her biri 54 adet tohum alabilen platforma ekilen

Arabidopsis thaliana col-0 tohumlari iki giin i¢erisinde ¢imlenmistir.

Cimlenmenin ardindan 17 giin boyunca hidrofonik ortamda 16/8 saat
(aydinlik/karanlik) foto periyotta, 25 °C sicaklikta, % 60-70 nem igeren
ortamda led 151k yardimi ile biylitiilmiistiir. 15 giinlikk bitkilere uygulanma
yapilmistir. Uygulamada bitkiler gruplandirilarak 4 farkli  bitki grubu
olusturulmustur. Kontrol bitki gruplarina yarim kuvvet hoagland uygulanirken ,
kuraklik uygulamasina maruz kalan bitki gruplarma % 10’ luk PEG igeren yarim
kuvvet hoagland uygulanmig, ozmolit (karnitin) uygulamasi yapilan bitki
gruplarina 3uM karnitin igeren yarim kuvvet hoagland uygulanmis ve son olarak
stres ve ozmolit uygulamas1 yapilan bitki gruplarmma % 10’ luk PEG ve 3uM
karnitin iceren yarim kuvvet hoagland uygulanmistir. Kuraklik stresi ve ozmolit
uygulamast 48 saat boyunca devam etmistir ve 17 giinliik bitkiler hasat

edilmislerdir. Alinan 6rnekler analizler i¢in - 80°C dolapta depo edilmistir.
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2.2. Fizyolojik Parameterler

2.2.1. Bilyiime parametreleri

Kuraklik ve karnitin uygulamasini takiben 48 saat sonra her bir gruptan
rastgele 5 adet bitki sec¢ilmis ve bu bitkilerin govdeleri ve koklerinin boylar

Olclilmiis ve yas agirliklar1 belirlenmistir.

2.2.2. Bagil biiyiime hiz1 (RGR)

Kuraklik ve karnitin uygulamasini takiben 48 saat sonra her bir gruptan
rastgele 5 adet bitki sec¢ilmis ve bu bitkilerin govdeleri ve koklerinin yas
agirhiklart belirlenmistir. Bu 6rnekler 70 °C’de 72 saat etiivde bekletilmis ve

ardindan kuru agirliklar1 da belirlenmistir.

2.2.3. Bagil su icerigi (RWC)

Stres uygulamasmi takip eden 48 saat sonrasinda her bir gruptaki
bitkilerden yaklasik olarak es boyutlarda yaprak ornekleri alinarak yas agirliklar
Olclilmiistiir ve ardindan yapraklar 6 saat boyunca deiyonize su bulunan petrilerde
bekletilerek turgorlu hale gelmeleri saglanmistir. 6 saatlik siirenin ardindan
yapraklar tartilmis ve turgorlu agirliklar belirlenmistir. Tartilan yaprak 6rnekleri
70 °C’de 72 saat etiivde kurutulmus ve bu siire sonunda yapraklarin kuru
agirliklarn belirlenmistir. Her bir gruba ait yaprak orneklerinin bagil su igerigi

asagidaki formiile gore % olarak hesaplanmistir.

Bagil su igerigi (%) = [(Yas agirlik — Kuru agirlik) / (Turgorlu agirhik —
Kuru agirlik)] x 100

2.2.4. Yaprak su potansiyeli (y)

Wescor Vapro 5520 ozmotik potansiyel ol¢im cihazikullanilarak yaprak
ve kok su potansiyelinin Ol¢iimiiyapilmistir. Hasat sirasinda, her gruptan 3 adet
bitkinin yaprak ve ve kokleri ayri ayrt 1,5 ml’lik bir ependorflarda cam baget

yardimiyla ezilmistir ve 6rnekler 10000 rpm’ de 5 dk. santrifiij edilmistir.
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Ependorfun dibinde biriken yaprak ve kok sivinin 10 pl’si ozmotik potansiyelinin
Ol¢iilmesi i¢in kullanilmistir. MPa cinsinden su potansiyeli, elde edilen ozmotik
potansiyel verilerini Santa-Cruz et al. (2007)° ye gore 2,408x10 katsayisi ile

carpilarak hesaplamasi yapilmistir.

2.3. Biyokimyasal Parametreler

2.3.1. Lipit peroksidasyonu

Madhava Rao ve Sresty (2000)' e gore yapraklar ve koklerdeki lipit
peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) igerigi belirlenerek 6l¢iilmii yapilmustir.
Lipit peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA' nin miktarinin belirlenmesi i¢in
thiobarbiturik asit (TBA) reaksiyonu kullanilmigtir. MDA konsantrasyonu 532 nm
ve 600 nm’ de Olgiilen absorbans degerlerine gore hesaplanmistir. 600 nm’ de
Olciilen absorbans spesifik olmayan turbiditedir ve 532 nm’ de Olgiilen
absorbanstan c¢ikartilarak gercek MDA miktar1 belirlenir. MDA miktari

hesaplanirken ekstinksiyon katsayist 155 mM™ em™ kullamlmustr.

2.3.2. H,O, miktari

Cheeseman (2006)’ ya gore HO, miktar1 baz1 degisikliklerle
belirlenmistir. Standart HjOjanalizinde 100 uM sorbitol, 250 uM ferrous
amonyum siilfat ve 100 uM xylenol orange, 25 mM H,SO, i¢inde ¢oziilmektedir.
Bu yontemde ferrous amonium sulphate/xylenol orange (FOX) tamponuna %1
etanol (EtOH) eklenerek hazirlanmistir. Analizde kullanilacak 6rnekler sivi azot
icinde muhafaza edilmistir. Eger drnekler, -80 °C veya -20 °C derecede saklanirsa
H,O, miktarinda 1 haftada % 60’ a varan kayiplar gozlenebilmektedir
(Cheeseman, 2006). 0,1 g yaprak ve kok &rnegi soguk aseton(-20 °C) ile
hazirlanmis 25 mM H3SOy ile homojenize edilmistir. Homojenatlar14000 rpm’ de
4 °C’ de 10 dk. santrifiij yapilmistir. Elde edilen siipernatanttan 50 pl &rnek
alinmis ve iizerine 1 ml eFOX tamponu ilave edilmistir. Elde edilen karigim 30
dakika bekletildikten sonra 550 ve 800 nm dalga boyunda Olgiiliir ve ol¢iilen

absorbanslarin fark: alinir.
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2.3.3. Antioksidant enzim ekstraksiyonu ve aktivite analizleri

Bu asamadaki biitiin igslemler proteaz aktivitesini minimum seviyede
tutmak icin 4 °C' de gergeklestirilmistir. Protein ve enzim ekstraktlarinin
hazirlanmasi i¢in 0,1 gr yaprak ve kok ornekleri ilk olarak sivi azotta ezilerek toz
haline getirilmistir. Bunun ardindan 0,5 ml ekstraksiyon tamponunda (50 mM
Tris-HCI pH 7.8, 0,1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0,2% (v/v)
Triton-X100, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and%2 (w/v) PVPP)
homojenize edilmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi analizi i¢in homojenizasyon
tamponuna 5 mM askorbik asit eklenmistir. Homojenizasyonun yapildiktan sonra
ornekler 14000 g' de 10 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra elde edilen

slipernatantlar protein miktar1 ve enzim aktivitesi belirlenmesinde kullanilmistir.

2.3.3.1 Protein miktarmmin belirlenmesi

Bradford (1976)’ a goére protein miktar1 belirlenmistir. Olgiim Coomassie
Brilliant Blue G-250 boyasinin asidik sartlarda proteine baglandiginda kirmizi
ve/veya yesil formundan maviye doniismesine dayanmaktadir. Mavi renk
olusumunun 595 nm’ de Ol¢iilmii yapilmistir. Standart olarak bovine serum
albumin (BSA) kullanilmistir. Standart araligit 0,02 — 0,2 mg/ml’ dir. Bitki
ekstraktlarinin protein miktarlar1 elde edilen bu standart ile karsilastirilarak

hesaplanmustir.

2.3.3.2 Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Bergmeyer (1970)" e gore katalaz (CAT (EC 1.11.1.6)) aktivitesi H.O; '
nin slipiiriilmesinin 240 nm' de absorbansda yol agtig1 azalmanin izlenmesi ile
Olctim yapilmistir. Reaksiyon karisimi 0.1 mM EDTA ve %3 H,0; igeren 50 mM
sodyum fosfat (pH 7,0) tamponudur. Enzimin, 1 mg total protein basina dakikada
siipiirdiigii imol H,0, miktarimin, 1 U (imol H,O, mg protein™ min™) olarak

hesaplamasi yapilmistir.
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2.3.3.3 Peroksidaz (POX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Herzog ve Fahimi (1973)’ e gore peroksidaz (POX (EC 1.11.1.7))
aktivitesinin  Ol¢limii  yapilmistir. YoOntem reaksiyon karigimindaki 3,3'-
diaminobenzidine-tetra hidroklorid dihidrat (DAB)’ 1 ekstrakttaki peroksidazlar
tarafindan H,O,’ yi siiplirmek i¢in substrat olarak kullanilmas1 ve buna bagl renk
olusumunun OSl¢limiine dayanir. Reaksiyon karisimi DAB, %0,1 (w/v) jelatin,
%0,6 H,0O; iceren 150 mM sodyum fosfat sitrat tamponudur (pH 4,4). 465 nm'
deki absorbans 3 dk. boyunca gozlenmistir. Enzimin, 1 mg total protein basina
dakikada oksitledigi DAB miktar;, 1 U (imol DAB mg protein™ min™) olarak

hesaplamasi yapilmistir.

2.3.3.4 Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX (EC 1.11.1.11)) aktivitesi Nakano ve Asada
(1981)" e gore belirlenmistir. Olgiim, askorbatin oksitlenmesine bagli olarak 290
nm' deki absorbansin azalmasinin izlenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi
0,1 mM EDTA, 0,1 mM H,0; ve 0,5 mM Askorbat iceren 50 mM potasyum
fosfat tamponudur (pH 7,0). Oksitlenen askorbat miktari, ekstinksiyon katsayisi
2,8 mM™* cm™ kullamlarak hesaplanmistir. Enzimin, 1 mg total protein bagina
1

dakikada oksitledigi askorbat miktar, 1 U (umol askorbat mg protein™ min™)

olarak hesaplanmuistir.

2.3.3.5 Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR (EC 1.6.4.2)) aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976)'
ya gore Olclilmiistiir. Yontem GSSG’ yi rediiklemek i¢cin GR tarafindan oksitlenen
NADPH’ 1n izlenmesine dayanir. Reaksiyon karisimi 0,5 mM GSSG, 0,12 mM
NADPH igeren 25 mM sodyum fosfat (pH 7.8) tamponudur. NADPH
oksidasyonu 340 nm' de takip edilmistir. Oksitlenen NADPH miktar1 ekstinksiyon
katsayis1 6.2 mM™ cm™ kullanilarak belirlenmistir. Enzimin, 1 mg total protein
basina dakikada oksitledigi NADPH miktar1, 1 U (umol NADPH mg protein™

mi n'l) olarak hesaplanmuistir.
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2.3.3.6  NADPH oksidaz (NOX) aktivitesinin belirlenmesi

Jiang and Zhang (2002)’ ye goére NADPH oksidaz aktivitesinin dl¢timii
yapilmistir . Reaksiyon karisimi 50, 0.5 mM XTT, ve 100 uM NADPH i¢cerenmM
Tris-HCI tamponudur (pH 7.5). 470 nm’ de XTT’ nin rediiksyonu izlenmistir.
Reaksiyon dist olusabilecek renk degisiminin belirlenmesi i¢in 50 U SOD
kullanilmistir. O2.- iiretiminin 2.16x10* M™* cm™ ekstinksiyon kat sayisi

kullanilarak hesaplamasi yapilmistir.

2.3.4. Antioksidant enzimlerin izoenzim tayini

Yaprak ve kok oOrneklerinden elde edilen protein ekstraktlart
denaturasyona sebep olmayan kosullarda (SDS igermeyen) poliakrilamid jel
elektroforezinde (Native-PAGE) ayrilmis ve aragtirilan enzimlere 6zel boya
sollisyonlartyla boyanmugtir. Aktivite analizlerinde kullanilan ekstraksiyon
prosediirii 0rneklerin hazirlanmasinda kullanilmigtir. Laemmli (1970)'e gore
Native-PAGE, SDS kullanilmadan yapilmistir. Jeller Vilbert Lourmat jel
goriintlileme sisteminde goriintliilenmis ve Bio-Capt yazilimi kullanilarak bant

yogunluklarinin analizi yapilmistir.

2.3.4.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) izoenzim tayini

Ornekler % 12.5° lik ayirma (separating) ve %4’ liik hizalama (stacking)
jelinde elektoforetik ayrimima maruz birakilmistir. Her bir kuyucuga yapraklar
icin 45pug ve kokler i¢in 40 pg protein yiiklenmistir., Beauchamp ve Fridovich’e
(1971) gore SOD boyamasi, riboflavin ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyasi ile
belirlenmistir. Riboflavin 1sikla birlikte siiperoksit anyonu (O;") liretme 6zelligine
sahiptir, tiretilen O, NBT’ yi oksitleyerek mavi-mor renkte formazan olusumuna
neden olmaktadir. Boyamanin prensibi jel iizerinde SOD lokalize olmus
bolgelerde NBT oksitlenmesinin inhibisyonu ile beyaz bantlar olugsmasinin
saglanmasidir. Jeller 60 dk karanlikta boya soliisyonunda bekletildikten sonra 151k

altinda calkalanarak bantlarin olusmasi saglanmstir.
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3. BULGULAR
3.1. Fizyolojik Parametreler

3.1.1. Biiyiime parametreleri

Stirgiinlerin  uzunluklari, kontrol gruplart ile karsilagtirilan karnitin
uygulanan gruplarda % 2,6 artis gdzlenirken, kuraklik uygulanan gruplarda % 27
azalma go6zlenmistir. Kontrol gruplar1 ile Kkarsilastirilan kuraklik-karnitin
uygulanan gruplarda ise % 23,1 azalma gozlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar
ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirlldiginda % 25 azalma
goriiliirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar

karsilastildiginda % 5 artis gézlenmistir.

Koklerin uzunluklari, kontrol gruplar ile karsilastirilan karnitin uygulanan
gruplarda % 2,8 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplarda % 13,5
azalma go6zlenmistir. Kontrol gruplart ile Kkarsilagtirilan kuraklik-karnitin
uygulanan gruplarda ise % 8,7 azalma gozlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar
ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilagtirildiginda % 6,1 azalma
goriiliirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar

karsilastildiginda % 2,5 artis gozlenmistir.

Siirgiinlerin yas agirliklari, kontrol gruplari ile karnitin uygulanan gruplar
karsilastirildiginda % 4 artis gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile
karsilastirildiginda % 52 azalma gozlenmistir. Kontrol gruplar ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 44 azalma gozlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilagtirildiginda %
46,2 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin

uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 16,7 artis gézlenmistir.

Koklerin yas agirliklari, kontrol gruplart ile karnitin uygulanan gruplar
karsilagtirildiginda kayda deger bir degisiklik gdzlenmemistir, kuraklik uygulanan
gruplar ile karsilagtirildiginda % 50 azalma gozlenmistir. Kontrol gruplar ile

karsilagtirilan kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 25 azalma gozlenmistir.
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Karnitin  uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin  uygulanan  gruplar
karsilastirildiginda % 25 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile

kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 50 artis gézlenmistir.

3.1.2. Bagil biiyiime hiz1 (RGR)

Siirglinlerde kontrol gruplar ile karnitin ve kuraklik uygulanan gruplarin
RGR degerleri karsilagtirildiginda sirasiyla % 5,4 artis ve % 12,7 azalma
gozlenirken kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 6,4 azalma gozlenmistir.
Karnitin  uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin  uygulanan  gruplar
karsilagtirlldiginda % 11,2 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile

kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 7,3 artig gozlenmistir.
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Kuru agirhk

0 T T T
Kontrol PEG Karnitin PEG-Karnitin

Sekil 3.1 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasimin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinin RGR
tizerine etkisi.

Koklerde RGR degerleri, kontrol gruplariyla karsilastirildiginda karnitin
uygulanan gruplarda % 2 artis gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile
karsilastirildiginda % 6,1 azalma gozlenmistir. Kontrol gruplari ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 44,1 artis gozlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda %
41,5 arts gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan

gruplar karsilagtirildiginda % 53,5 artig gézlenmistir.
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Sekil 3.2 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koklerinin RGR
lizerine etkisi.

3.1.3. Bagil su icerigi (RWC)

Siirgiinlerde kontrol gruplariyla karsilastirildiginda karnitin uygulanan
gruplarda RWC’ de bir degisim gozlenmezken, kuraklik uygulanan gruplar ile
karsilastirildiginda % 25,5 azalma gozlenmistir. Kontrol gruplari ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 20,7 azalma gozlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilagtirildiginda %
19,6 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin

uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 4,8 artis gézlenmistir.

-
o §
1;1 §

Kontrol PEG Karnitin PEG-Karnitin

Sekil 3.3 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinin RWC
iizerine etkisi.
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3.1.4. Su potansiyeli (yII)

Siirglinlerde kontrol gruplar ile karnitin ve kuraklik uygulanan gruplarin
yIT degerleri karsilastirildiginda sirasiyla % 13,7, % 90,4 ve kuraklik-karnitin
uygulanan gruplarda ise % 67,6 azalma gozlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar
ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 47,4 azalma
gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar

karsilastirildiginda % 12 artis gdzlenmistir.

Kontrol PEG Karnitin ~ PEG-Karnitin
0 s -

Su Potansiyeli (MPa)
o
co

Sekil 3.4 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgtinlerin yIT
degerleri tizerine etkisi.

Koklerde Il degerleri, kontrol gruplaryla karsilastirildiginda karnitin
uygulanan gruplarda % 18,6 artis gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile
karsilastirildiginda % 55,1 azalma gozlenmistir. Kontrol gruplar ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 41 azalma goézlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilagtirildiginda %
73,1 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin

uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 9,1 artis gézlenmistir.
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Sekil 3.5 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koklerinin wIT degerleri
lizerine etkisi.

3.1.5. Enzim ve izoenzim aktiviteleri

3.1.5.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve izoenzimleri

SOD aktivitesi, siirgiinlerde kontrol gruplariyla karsilastirildiginda karnitin
uygulanan gruplarda % 28,1 artmustir, kuraklik uygulanan gruplarda ise % 45,7
artis gozlenmistir. Kontrol gruplar ile karsilastirilan kuraklik-karnitin uygulanan
gruplarda ise % 51,4 artis gozlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar ile kuraklik-
karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 18,3 artis gézlenirken, kuraklik
uygulanan gruplar ile kuraklik- karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda

ise % 3,9 artis gézlenmistir.
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Sekil 3.6 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgtinlerinde SOD
aktivitesi lizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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SOD aktivitesi, koklerde kontrol gruplariyla karsilastirildiginda karnitin
uygulanan gruplarda % 8,1 azalmistir, kuraklik uygulanan gruplarda ise % 1,4
azalma goOzlenmistir. Kontrol gruplar1 ile Kkarsilastirilan kuraklik-karnitin
uygulanan gruplarda ise % 21,6 artis gézlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar ile
kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 32,4 artis gozlenirken,
kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik- Kkarnitin uygulanan gruplar

karsilastirildiginda ise % 23,3 artig gézlenmistir.
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Sekil 3.7 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasimin Arabidopsis thaliana koklerinde SOD
aktivitesi iizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde ve koklerinde toplam {i¢ adet aktivite
bandi (izoenzim) belirlenmistir. Sirgiin ve kok gruplart arasinda ii¢ SOD

izoenzimi de ortak olarak bulundugu tesbit edilmistir.

Stirgiinlerde MnSOD yogunlugunda kuraklik uygulanan gruplarda 2,1 kat,
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda 2,2 kat artis gozlenirken, karnitin
uygulanan gruplarda ise 1,4 kat artis gozlenmektedir. FeSOD yogunlugunda
gruplar arasinda degisim gozlenmemistir. Cu/ZnSOD ise kuraklik uygulanan
gruplarda 1,8 kat, kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda 2 kat, karnitin uygulanan

gruplarda ise 1,5 kat artis gozlenmektedir.

Koklerde ise MnSOD yogunlugunda gruplar arasinda degisim
gozlenmemistir. Kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda FeSOD ve Cu/ZnSOD
sirastyla 1,3 ve 1,2 kat artis gézlenmektedir. Diger gruplarda ise FeSOD ve
Cu/ZnSOD yogunluguda bir degisim gozlenmemektedir.
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Sekil 3.8 Arabidopsis thaliana bitkilerinin SOD izoenzimleri ve bu izoenzimlerin kuraklik ve
karntin uygulamasinin 48 saat igerisinde degisimi. Her kuyucuk 40pg protein igermektedir. Std:
1U bovine karacigeri SOD standarti, K: Kontrol, P: Kuraklik stresi, KAR: Karnitin, P-KAR:
Kuraklik stresi-Karnitin.

3.1.5.2 POX aktivitesi

POX aktivitesi, siirgiinlerde kontrol gruplariyla karsilastirildiginda
karnitin uygulanan gruplarda % 8,2 artmistir, kuraklik uygulanan gruplarda ise %
83,3 azalma gozlenmistir. Kontrol gruplar ile karsilastirilan kuraklik-karnitin
uygulanan gruplarda ise % 59,1 azalma gozlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar
ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 62,2 azalma
gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik- karnitin uygulanan gruplar
karsilastirildiginda ise % 145 artis gézlenmistir.
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Sekil 3.9 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasimin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde POX
aktivitesi lizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Koklerde, POX aktivitesi kontrol gruplariyla karsilastirildiginda karnitin
uygulanan gruplarda % 10,3 azalmistir, kuraklik uygulanan gruplarda ise % 5,3
azalma goOzlenmistir. Kontrol gruplar1 ile Kkarsilastirilan kuraklik-karnitin
uygulanan gruplarda ise % 14,8 azalma gozlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar
ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 4,8 azalma
gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik- karnitin uygulanan gruplar

karsilastirildiginda ise % 10,1 azalma gozlenmistir.

- i
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Sekil 3.10 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koklerinde POX
aktivitesi lizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

3.1.5.3 CAT aktivitesi

CAT aktivitesi siirgiinlerde, kontrol gruplart ile karnitin ve kuraklik
uygulanan gruplar karsilastirildiginda sirasiyla % 25,3 ve % 103,5 artis
gozlenmistir. Kontrol gruplari ile karsilastirilan kuraklik-karnitin  uygulanan

gruplarda ise % 74,6 artis gbzlenmistir.

Karnitin uygulanan gruplar ile kuraklik-karitin uygulanan gruplar
karsilastirildiginda % 39,3 atis goézlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile
kuraklik-karnitine uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 14,2 azalma

gbzlenmistir.
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Sekil 3.11 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde CAT
aktivitesi iizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

Koklerde, CAT aktivitesinde kontrol gruplart ile karnitin ve kuraklik
uygulanan gruplar karsilastirildiginda sirasiyla % 0,8 ve % 44,2 artis gézlenmistir.
Kontrol gruplar ile karsilastirilan kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise %
104,8 artis goézlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin
uygulanan gruplar karsilagtirldiginda % 103,2 artis gozlenirken, kuraklik
uyulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 42

artis gézlenmistir.
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Sekil 3.12 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koklerinde CAT
aktivitesi tizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Arabidopsis thaliana siirgiin  ve koklerinde CAT aktivite bandi
gozlenmistir. Kuraklik ve karnitin uygulamasi 48 saat i¢inde siirgiinlerde CAT
yogunlugunda anlamli bir degisiklige neden olmamustir. Koklerde CAT
yogunlugu kuraklik ve kuraklik-karnitin uygulamasi 2,4 kat artisa neden

olmaktadir.

SURGUN KOK

CAT

Sekil 3.13 Arabidopsis thaliana bitkilerinin CAT enziminin kuraklik ve karntin uygulamasinin 48
saat igerisinde degisimi. Her kuyucuk 10 pg protein igermektedir. Std: 1U bovine karacigeri CAT
standart1, K: Kontrol, P: Kuraklik stresi, KAR: Karnitin, P-KAR: Kuraklik stresi-Karnitin.

3.1.5.4 APOX aktivitesi

APOX aktivitesi siirgiinlerde, kontrol gruplariyla karsilastirildiginda
kanitin ve kuraklik uygulanan gruplarda sirasiyla % 14,9 azalma ve % 97,6 artis
gozlenmistir. Kontrol gruplari ile karsilagtirilan kuraklik-karnitin  uygulanan
gruplarda ise % 121,7 artis gozlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar ile kuraklik-
karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 161 artis gézlenmistir. Kuraklik
uygulanan gruplar ile kuraklik- karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda %
12,2 artig gdzlenmistir.
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Sekil 3.14 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde APOX
aktivitesi iizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Koklerde, APOX aktivitesi kontrol gruplar ile karsilastirildiginda karnitin
gruplar1 ve kuraklik uygulanan gruplar sirastyla % 15 ve % 24 artig gézlenmistir.
Kontrol gruplari ile karsilastirilan kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise %
71,5 artis gozlenmistir. Karnitin  uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin
uygulanan gruplar karsilastirildiginda ise % 49,1 artma gozlenmistir. Kuraklik
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda %

38,3 artma gozlenmistir.
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Sekil 3.15 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koklerinde APOX
aktivitesi lizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

3.1.5.5 DHAR aktivitesi

DHAR aktivitesi siirgiinlerde, kontrol gruplar ile karnitin uygulanan
gruplar karsilastirildiginda % 1,3 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar
ile karsilagtirldiginda ise % 260,4 artis gozlenmistir. Kontrol gruplar ile
karsilagtirilan ~ kuraklik-karnitin - uygulanan gruplarda ise % 180,1 artis
gozlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar
karsilagtirildiginda % 184 artis gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile
kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilagtinldiginda % 22,3 azalma

gozlenmistir.
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Sekil 3.16 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde
DHAR aktivitesi tizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

Koklerde, kontrol gruplar1 ile  karnitin  uygulanan  gruplar
karsilastirildiginda % 2 artis gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar
karsilastirildiginda % 24 azalis gozlenmistir. Kontrol gruplar ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 13,2 azalma g6zlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilagtirildiginda %
15 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin

uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 14 artig gdzlenmistir.

Sekil 3.17 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koklerinde DHAR
aktivitesi lizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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3.1.5.6 MDHAR aktivitesi

MDHAR aktivitesi siirgiinlerde, kontrol gruplari ile karnitin uygulanan
gruplar karsilastirildiginda % 7,3 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar
ile karsilastirildiginda % 62,5 artis gozlenmistir. Kontrol gruplari ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 34,6 artis gozlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 45,2 artis
gozlenmistir. Kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar

karsilastirildiginda % 17,2 azalma gézlenmistir.
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Sekil 3.18 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde
MDHAR aktivitesi iizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

p—

Koklerde, kontrol gruplar1 ile karnitin  uygulanan  gruplar
karsilagtirildiginda % 5 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile
karsilastirildiginda % 29,4 artis gozlenmistir. Kontrol gruplarn ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 18 artis gozlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar kaarsilastirildiginda %
24, 2 artis goOzlenmistir. Kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin

uygulanan gruplar karsilagtirildiginda % 8,8 azalma gozlenmistir.
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Sekil 3.19 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koéklerinde MDHAR
aktivitesi iizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

3.1.5.7 GR aktivitesi ve izoenzimleri

GR aktivitesi siirglinlerde, kontrol gruplart ile karnitin gruplari
karsilastirildiginda GR aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige
neden olmamistir. Kontrol gruplart ile kuraklik uygulanan gruplar
karsilastirildiginda % 72 artis gozlenmistir. Kontrol gruplan ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 120,6 artis gbzlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastrildiginda %
121 artig gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan

gruplar karsilastirildiginda ise % 28,3 artis gozlenmektedir.
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Sekil 3.20 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde GR
aktivitesi lizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Koklerde, kontrol gruplart ile karsilastirilan karnitin ve kuraklik uygulanan
gruplarda sirastyla % 24,1 ve % 35,4 artis gozlenmistir. Kontrol gruplar ile
karsilastirilan kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 26,6 artis gézlenmistir.
Karnitin  uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin  uygulanan gruplar
karsilagtirildiginda % 2 artis gézlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-

karnitin uygulanan gruplar karsilagtirildiginda % 6,5 azalma gozlenmektedir.
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Sekil 3.21 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koklerde GR
aktivitesi iizerine etkisi. Degigik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

Arabidopsis thaliana siirgiin ve koklerinde toplam 5 adet GR aktivite
bandi (izoenzim) gozlenmistir. Siirgiin ve koklerde bulunan GR 2 izoenzim
ortaktir. Siirglinlerde GR 2 ve GR 5 izoenzimleri gézlenirken, koklerde ise GR1,

GR 2, GR 3 izoenzimlerinin varlig: tesbit edilmistir.

Kuraklik ve karnitin uygulamasinin 48 saat iginde siirgiinlerde, GR 2 ve
GR 5 yogunlugunda karnitin uygulamasiyla kayda deger bir degisime neden
olmamistir. GR 2’ nin yogunlugu kuraklik uygulamas: ile 1,5 kat, kuraklik-
karnitin uygulamasiyla 2,4 kat artmaktadir. GR 5 yogunlugu kuraklik uygulamasi
ile 1,4 kat, kuraklik-karnitin uygulamasiyla 2,1 kat artis gézlenmistir.

Kuraklik ve karnitin uygulamasinin 48 saat i¢cinde koklerde, GR 1 ve GR
2, GR 3 ve GR 4 yogunlugunda karnitin uygulamasi degisime neden olmamustir.
GR 1 yogunlugu kuraklik uygulanan gruplarda degisim gézlenmezken, kuraklik-
karnitin uygulanan gruplarda 0,5 kat azalama gozlenmistir. Kuraklik ve karnitin

uygulamalarinda GR 2 ve GR 3 yogunlugunda degisim gézlenmemektedir.



44

GR 4 yogunlugunda ise kuraklik uygulamasiyla 0,5 kat azalma gozlenirken, diger

gruplarda degisim gbézlenmemektedir.
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Sekil 3.22 Arabidopsis thaliana bitkilerinin GR izoenzimleri ve bu izoenzimlerin kuraklik ve
karntin uygulamasinin 48 saat i¢erisinde degisimi. Her kuyucuk 40ug protein igermektedir. Std:
1U bovine karacigeri GR standarti, K: Kontrol, P: Kuraklik stresi, KAR: Karnitin, P-KAR:
Kuraklik stresi-Karnitin.

3.1.5.8 NOX aktivitesi

NOX aktivitesi siirgiinlerde, kontrol gruplari ile karnitin ve kuraklik
uygulanan gruplar karsilastirildiginda sirasiyla % 32,8 ve % 22 azalis gézlenmistir.
Kontrol gruplan ile karsilagtirilan kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise %
72,9 artis gozlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin
uygulanan gruplar karsilagtirldiginda % 157,4 artis gozlenirken, kuraklik
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda %
121 artis gozlenmistir.
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Sekil 3.23 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde NOX
aktivitesi lizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

Koklerde ise, NOX aktivitesi kontrol gruplari ile karnitin uygulanan
gruplar karsilagtirildiginda % 12,8 azalis gozlenirken, kuraklik uygulanan
gruplartyla karsilagtirildiginda ise % 57,1 artis gézlenmistir. Kontrol gruplar ile
karsilastirilan kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 47,5 artis gézlenmistir.
Karnitin  uygulanan  gruplar ile kuraklik-karnitin ~ uygulanan  gruplar
karsilagtirildiginda % 69,3 artis gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile

kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda ise % 6,1 azalis

gozlenmistir.
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Sekil 3.24 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koklerinde NOX
aktivitesi iizerine etkisi. Degigik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).



46

3.1.6. H,O, Miktari

H20, miktan siirgiinlerde, kontrol gruplari ile karnitin uygulanan gruplar
karsilastirildiginda % 2,2 azalma gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile
karsilastirildiginda % 32,4 artis gbzlenmistir. Kontrol gruplari ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 8,5 artis gozlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda %
11 artig gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan

gruplar karsilagtirildiginda % 18,1 azalma gozlenmistir.
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Sekil 3.25 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde H,0,
miktari iizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

Koklerde, kontrol  gruplart1 ile karnitin  uygulanan  gruplar
karsilastinldiginda % 6,7 azalis gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile
karsilastinlldiginda % 13,2 artis gozlenmistir. Kontrol gruplar ile karsilastirilan
kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 1,7 azalma gdzlenmistir. Karnitin
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilagtirildiginda %
5,3 artis gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan

gruplar karsilastirildiginda 13,2 azalma gozlenmistir.
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Sekil 3.26 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana kéklerinde H,0,
miktar1 tizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

3.1.7. Lipit Peroksidasyonu (TBARS miktari)

TBARS miktarlar siirgiinlerde, kontrol gruplari ile karnitin ve kuraklik
uygulanan gruplar karsilagtirildiginda sirasiyla % 3 ve % 180 artis gézlenmistir.
Kontrol gruplar ile karsilastirilan kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise %
101,3 artig goézlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin
uygulanan gruplar karsilastirlldiginda % 95,5 artis gozlenirken, kuraklik
uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilagtirildiginda %

56 azalma gozlenmistir.
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Sekil 3.27 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana siirgiinlerinde
TBARS miktar (lipit peroksidasyonu) iizerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir
(p<0.05).
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Koklerde, kontrol gruplari ile karnitin ve kuraklik uygulanan gruplar
karsilastirildiginda sirasiyla % 5,6 ve % 89,4 artis gézlenmistir. Kontrol gruplari
ile karsilastirilan kuraklik-karnitin uygulanan gruplarda ise % 42,2 artis
gbzlenmistir. Karnitin uygulanan gruplar ile kuraklik-karnitin uygulanan gruplar
karsilastirildiginda % 34,7 artig gozlenirken, kuraklik uygulanan gruplar ile

kuraklik-karnitin uygulanan gruplar karsilastirildiginda % 25 azalma gozlenmistir.
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Sekil 3.28 Kuraklik stresinin ve karnitin uygulamasinin Arabidopsis thaliana koklerindee TBARS
miktart (lipit peroksidasyonu) {izerine etkisi. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

4. TARTISMA

Karnitinin, Arabidopsis’ deki diger uyumlu bilesiklere (prolin ve glisin
betain vb) benzer olarak kuraklik stresine toleransta rol aldigi bu g¢alismada ilk
kez gosterilmistir. Mikroorganizmalar ve hayvanlarda oldugu gibi (Burgand
Ferraris 2008) bitkilerde de hiicresel su dengesizligine kars1 verilen en yaygin
cevaplardan biri poliol, seker ve amino asit gibi uyumlu bilesiklerin
biriktirilmesidir (Rhodes and Hanson, 1993; Ashraf and Foolad ,2007; Munns and
Tester, 2008). Bu bilesikler, dehidrasyonun, proteinler ve hiicre zar1 tizerindeki
hasar verici etkisine karsi koruma gorevi gormektedir. Ayrica, ozmotik
diizenlemeyi saglamak amaci ile hiicre i¢inde yiliksek konsantrasyonda
birikmektedirler (Yancey 2005; Kumar 2009). Uyumlu bilesiklerin kuraklik
sirasinda ya da dncesinde bitkiler disaridan uygulanmasinin bitki performansinda

artis sagladig gosterilmistir.
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Ornegin kuraklik stresi altinda karnitin benzeri bir ozmolit olan glisin
betainin (GB) tiitiine disardan uygulanmast bitkilerin biiylime hizinda ve
veriminde artisa neden olmustur (Agboma et al. 1997). Benzer sekilde soya, misir,
bugday bitkilerinde de GB uygulamasinin kuraklik altinda bitki biiyiimesi {izerine
olumlu etkileri gozlenmistir (Agboma et al. 1997, Borojevic et al. 1980).
Caligmamizda da kuraklik stresi sonucu Arabidopsis’in govde ve kok uzunluklar
ve agirliklart azalmistir. Ancak, aymi kosullarda, karnitin uygulanan gruplarin
siirglin ve kok uzunluklarindaki ve agirliklarindaki azalma oraninin, sadece

kuraklik uygulanan gruplara gore daha az oldugu gézlenmistir.

Bitkilerin bagil su igerigi (RWC), cevresel kosullar altinda degisen ve
bitkinin i¢inde bulundugu ortamdaki su durumunu gosteren Onemli
parametrelerden biridir. Ozmolit 6zellikleri iyi bilinen gilisin betainin geltige
uygulanmasiyla stres altinda bitkilerin RWC igeriginin arttig1 gosterilmistir
(Demiral and Turkan 2004). Bu c¢alismada da karnitinin ozmotik etkisine vurgu
yapacak sekilde, kuraklik sonucu azalan bitki bagil su igeriginde karnitin

uygulamasiyla iyilesme gozlenmistir.

Bilindigi gibi kuraklik, hiicresel metabolik dengenin bozulmasi ile
oksidatif stresi tetiklemektedir. Oksidatif stres; DNA, protein ve lipidlere hasar
veren ve membran biitiinliigiiniin bozulmasina yol acan ROS’ larin, hiicrede
anormal ve toksik sekilde artmasidir (Ashraf and Foolad 2007; Cuin and Shabala
2008). ROS’ larin hiicre i¢indeki miktarinin asir1 artmasi, hiicrede sinyal iletimini
de engelleyebilir (Bailey-Serres and Mittler 2006). Dolayisiyla, stres kosullarinda
oksidatif hasarin azaltilmas1 ve dolayisiyla enzimatik ve enzimatik olmayan ROS
stipiiriilmesi, bitkilerin yasamlarinin devamliligi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu
nedenle c¢alismamizda ROS siipiiriicii antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve

izozimleri incelenmistir.

Karnitinin, yag asidi B-oksidasyonu sonucu olusan asetil-CoA’ nin
mitokondriye tasiniminda ve TCA’ ya katiliminda gorevli oldugu bilinmektedir.
Bu islemler sirasinda peroksizomlarda B-oksidasyon sonucu H,O,, mitokondride
ise solunum sonucu O, radikali olusmaktadir. Bunlarin detoksifeye edilmesinden

sorumlu olan enzimler ise peroksizomlarda CAT, mitokondride ise Mn-SOD’dur.
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Stiperoksit  dismutaz  (SOD) enzimi reaktif oksijen tiirlerinin
stiptiriilmesinden sorumlu antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir par¢asidir.
Hiicre i¢inde mitokondride, kloroplastta, sitozolde ve peroksizomlarda yer alan
SOD izozimleri bulunmaktadir ve yiiksek oranda reaktif olan siiperoksit anyonunu
H2,0, ye c¢evrilmesi reaksiyonunu katalizlemektedir. Arabidopsis siirgiinlerinde
ve koklerinde toplam ii¢ adet SOD izozim belirlenmistir. Gruplar arasinda {i¢
SOD izoenzimi de ortak olarak bulunmaktadir. Kuraklik uygulanan gruplar ile
kuraklik-karnitin ~ uygulanan  siirgiinlerin =~ SOD  izozim  aktiviteleri
karsilastirildiginda, kuraklik stresi altinda karnitinin MnSOD ve Cu/ZnSOD
izozimlerinin aktivitelerini arttirdig1 belirlenmistir. Koklerde ise, kuraklik-karnitin
uygulanan gruplarda 6zellikle FeSOD ve Cu/ZnSOD izozim aktiviteleri artmistir.
Hoque et al. (2007), proline ya da glisin betainin, tuz stresi altindaki tiitiin BY-2
hiicre kiiltiirlerinin SOD aktivitesi {izerine etkisinin bulunmadigini gostermistir.
Diger yandan, tuz stresine toleransl ¢eltik kiiltiivarinda ise stres sonucu kontrole
gore artig gosteren SOD aktivitesinin, GB uygulandiktan sonra kontrol seviyesinin
altina diistiigli bilinmektedir. Tuza duyarl kiiltivarda ise GB uygulamasinin stres
grubuna gore SOD aktivitesini diistirdiigii belirlenmistir (Demiral ve Turkan,
2004). Uyumlu bilesiklerden biri olan mannitol uygulamasinin ise tuz stresi
altinda antioksidan sistemi nasil etkiledigini arastiran bir bagka calismada ise
bugdayda tuz uygulamasiyla azalan SOD aktivitesinin, stres altinda mannitol

uygulamastyla arttig1 rapor edilmistir (Seckin ve ark. 2009).

Ozellikle kuraklik stresi gibi bitkide gaz alisverisini smirlayan stresler
sirasinda kloroplast ve peroksizomlarda ROS {iretiminde artis gézlenmektedir.
Kloroplastlarda CO, fiksasyonunun veriminde diisiis yasanmasi, hem karbon
reaksiyonlar ile 151k reaksiyonlar: arasindaki dengenin bozulmasina hem de CO;
yerine RubisCo tarafindan O, baglanmasi ile fotorespirasyonda artisa neden
olmaktadir. Kloroplastlarda bu durum su-su dongiisiinde gérev alan enzimler olan
SOD, APOX, MDHAR, DHAR, GR enzimleri ile ortadan kaldirilmaya g¢aligilir
(Baker et al., 2006). Bu nedenle ¢alismamizda bu enzimlerin aktiviteleri de
belirlenerek, karnitin uygulamasinin stres altinda su-su dongiisii tizerindeki etkisi

de ortaya konmustur.
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Kloroplastlarda, peroksizomlarda yer alan askorbat peroksidaz (APOX) ,
su-su dongiisii siiresince olusan H,O5’ nin siipiiriilmesinden sorumlu ve H,O;’ ye
ilgisi yiliksek olan bir enzimdir. Cesitli stres kosullar1 altinda APOX aktivitesinin
arttigr bilinmektedir. Calismamizda kuraklik stresi sonucunda APOX enzim
aktivitesinin hem siirglin hem de kokte yiikseldigi gozlenmistir. Karnitin
uygulamasinin antioksidan savunma sistemini aktive ettigi ve iretilen HyO,’
ninde daha etkin siipiiriilebilmesi i¢in APOX enziminin aktivitesinde artisa neden

oldugu sodylenebilir.

Tuz stresi altindaki bitkilere GB uygulamasmin tuza toleransh ¢eltigin
APOX aktivitesinde kontrole gore diisiise neden oldugu, tuza duyarl geltikte ise
artisa oldugu gosterilmistir. Fakat tuza duyarli c¢eltikte sadece tuza maruz
birakilan bitkilere goére GB uygulanan bitkilerin APOX aktivitelerinin diislis
gosterdigi  bulunmustur (Demiral ve Turkan, 2004). Disardan mannitol
uygulamasinin ise bugdayda, tuz stresi altinda APOX aktivitesini arttirdigi
bulunmustur (Seckin ve ark. 2009).

Su-su dongiisiinde glutatyonun (GSH)’ m dongiiye tekrar girmesini
saglayarak GSSG/GSH oraninin dengede durmasini saglayan bir diger onemli
enzimde glutatyon rediiktaz (GR)’ dir. Kuraklik stresi altinda artis gosteren GR
enzim aktivitesi, karnitin uygulamasiyla kontrole gore artarken sadece kuraklik
uygulanan gruplara gore azalmistir. Bugdayda, bir osmolit olan mannitol
uygulamasinin tuz stresiyle diisiis gosteren GR aktivitesinde artisa neden oldugu

belirlenmistir (Seckin ve ark. 2009).

Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), MDHA’ ya yiiksek afinitesi
olan ve NADPH’ 1 kullanarak monodehidroaskorbati ASC’ ye indirgeyen bir
FAD enzimidir (Sofo et al. 2005). Kuraklik stresi yaratti1 fotooksidasyona bagli
olarak, su-su dongiisti enzimlerinin aktivitelerinde bir artisa neden olur. MDHAR
enziminin aktivitesi literatiirle benzer olarak kuraklik siiresince artis gostermistir.
Karnitinin olas1 antioksidan ve ozmolit gorevlerine bagli olarak; karnitin ve
kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerle sadece kuraklik stresine maruz
birakilan bitkiler karsilastirildiginda stres altinda karnitin uygulamasinin MDHAR

aktivitesinde azalmaya neden oldugu gozlenmistir.



52

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) dehidroaskorbatin indirgenmis
formdaki AsA’ ya doniisiimiini katalizlemektedir. DHAR aktiviteleri arttirilmisg
transgenik bitkilerde su kaybmin azaldigi gozlenmistir. MDHAR’in aksine,
kuraklik ve kuraklik-karnitin uygulamalari, Arabidopsis siirgiinlerinde DHAR

enzim aktivitesinde yiiksek oranda artiga neden olmustur.

Titiin BY-2 hiicrelerinde tuz stresi altinda APOX, MDHAR, DHAR, GR
enzimlerinin aktivitesi diismiistlir. Prolin uygulamasiyla dort enzimin aktivitesi
sadece tuz kosullarma gore artarken betain uygulamasiyla APX, DHAR, GR
enzimlerinin aktivitesi artmis MDHAR enziminin aktivitesi ise azalmistir (Hoque
et al. 2007). Bugdayda iki farkl kiiltiivarda yapilan ¢aligmada ise kuraklik stresi
altinda GB uygulamasiyla su-su dongiisli enzimlerinden olan SOD ve APOX’ un
aktivitelerinin sadece kuraklik uygulanan gruplara gore arttig1 gézlenmistir (Ma et
al. 2006). Su-su dongiisii enzimlerin aktivitelerindeki bu degisimler bize kuraklik
stresi sirasinda olusan HyO,’ nin bu enzimler tarafindan siipiiriildiigiinii

gosterebilir.

Peroksidaz (POX) enzimi hiicre i¢inde H,O, siipiiriilmesinden sorumlu
enzimlerden biridir. Calismamizda Arabidopsis siirgiinlerinin peroksidaz (POX)
aktivitesinin kuraklik uygulamasi sonrasinda ciddi oranda azaldig1 belirlenmistir.
Ancak karnitin 6n uygulamasi ile POX enziminin aktivitesi sadece kuraklik
grubuna gore 2 kat artmistir. Diger yandan karnitin uygulamasinin Arabidopsis
siirglinlerinde kuraklik kosullar1 altinda POX aktivitesini arttirdigr bulunmustur.
Koklerde ise POX aktivitesi H,O, {liretimindeki azalisa bagli olarak karnitin
uygulamasi ile beraber azalmigtir. Tiitlin BY-2 hiicre kiiltiiriinde prolin ya da
glisin betain uygulamasinin tuz stresi altinda SOD aktivitesine benzer olarak POX
aktivitesi iizerinde de etkisinin bulunmadig1 belirlenmistir (Hoque et al. 2007).
Tuza duyarl ¢eltik kiiltivarinda yapilan ¢aligmada ise tuz stresi sonucu POX
aktivitesinde artis gézlenmistir. GB uygulanan tuz stresi altindaki bitkilerin POX
aktivitesi ise kontrole gore yiiksek olmasina ragmen sadece tuz stresi altindaki
bitkilere goére azalmistir (Demiral ve Turkan, 2004). Bugdayda tuz uyulamasi ile
POX aktivitesinde yiiksek oranda artis gozlenirken, mannitol uygulamasiyla bu

artisin azaldigi belirlenmistir (Seckin ve ark., 2009).



53

Katalaz (CAT) enzimi 6zellikle peroksizomlarda lokalize olmus H,O,’ nin
suya donilismesini katalizleyen enzimdir. Calismamizda Arabidopsis gévdelerinde
CAT enziminin aktivitesinin kuraklik stresiyle beraber arttigi belirlenmistir. Bu
artisin  kuraklik sonucu fotorespirasyona bagli HyO, iliretimindeki artistan
kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir. Karnitin uygulanmig siirgiinlerin ile CAT
aktivitesi, sadece kurakliga maruz kalan siirglinlerinkine gore belirgin oranda
azalmistir. Bu durum, karnitin’ in ozmotik diizenlemeye olan katkisi ile bitkiye su
alinimmi  kolaylagtirdigit (bkz. RWC) ve gaz alisverisinin daha etkin
siirdliriilmesini  sagladign1  gdstermektedir. Boylece etkili gaz aligveriginin
stirdliriilmesi fotorespirasyonun karnitin uygulamasi ile azalmasina ve H,O,
tiretiminin diismesine neden olmustur. Koklerde ise CAT aktivitesi kuraklik stresi
sonrasinda artis gostermistir. Tuz stresi altinda tiitiin BY-2 hiicre kiiltiiriinde CAT
aktivitesi kontrole gore prolin ve betain uygulamalari ile diismiistiir (Hoque et al.
2007). Tuza duyarlt geltik bitkilerinde tuz stresi sonucu CAT aktivitesi biiyiik
oranda diigmiis, GB+tuz uygulanan bitkilerde ise sadece tuz uygulanan gruba
gore CAT aktivitesi artmistir (Demiral ve Turkan 2004). Bugdayda tuz stresi
altinda manitol uygulamasinin da CAT aktivitesinde artisga neden oldugu

belirlenmistir (Seckin ve ark. 2009).

NADPH oksidaz (NOX) enzimi hiicre zar {izerinde yer alan ve apoplastta
O, iireten enzimdir. Arabidopsis koklerinde karnitin uygulamasi sonucu NOX
enzim aktivitesi azalirken kuraklik uygulamasi ile artmistir. Benzer olarak,
karnitin uygulamasi kuraklik stresi altindaki siirgiinlerin NOX aktivitesini sadece

kuraklik altindaki bitkilere gore azaltmistir.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunda kuraklik gibi cevresel
stresler sonucunda artig gozlenir. Genel olarak ROS’ larin iiretimindeki artis hiicre
icinde hasara neden olup toksik etkiler gostermektedir. Fakat belli bir
konsantrasyonun altinda H,O;, gibi ROS’ larin hiicresel antioksidan savunma
sistemini tetikleyici ikincil mesajc1 olarak da gorev yaptigida literatiirde
gosterilmistir. Kuraklik stresi Arabidopsis’lerin hem siirgiinler hemde koklerde
H,0; iiretiminde 6nemli miktarlarda artisa neden olmustur. Karnitin uygulanmis

kuraklik grubu bitkilerinde ise H>O, {liretiminin daha az oldugu belirlenmistir.
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Lipit peroksidasyonu, hiicredeki oksidatif hasarin en Onemli
belirte¢lerinden biridir. Kurakligin bir¢ok bitkide lipid peroksidasyonunu
arttirdig1r bilinmektedir. Calismamizda karnitin uygulamasi ile kuraklik sonucu
olusan oksidatif hasarin, kok ve silirglinlerde azaldigi belirlenmistir. Benzer
olarak;, sadece tuz uygulamasi ile karsilastirildiinda GB-+tuz uygulamasinin,
celtik slirglinlerinin lipit peroksidasyonunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(Demiral and Tirkan, 2004). Tuz uygulamasi sonucu lipit peroksidasyonunda
artis gozlenen bugday bitkilerinde ise mannitol uygulamasiyla bu artisin kontrol

seviyesine indigi gozlenmistir (Seckin ve ark., 2009).

5. SONUCLAR

Calismada elde edilen sonuglar soyle 6zetlenebilir:

Sadece kuraklik stresine maruz kalan Arabidopsis thaliana nin siirgiin ve
koklerinde antioksidan enzimlerin aktivitesi artmasina ragmen H,O, ve TBARS
miktarlarinda da belirgin bir artis gozlenmistir. Bu durum A. thaliana’nin
antioksidan enzim aktivitelerindeki artiglarinin ortamdaki stres kaynakli ROS’lar1

stiptirmede yetersiz oldugunu gostermektedir.

Bu sonuglarin aksine, H,O, ve TBARS miktarindaki azalmadan da
anlagilacag1 iizere, stres sirasinda karnitin uygulamasinin, bitki su durumunu
koruyarak iyilesmeye neden oldugu belirlenmistir. Bu durum, ayrica fotosentez ve
solunum gibi metabolik aktivitelerin de daha etkin siirdiiriilebildigini
gostermektedir. Sonu¢ olarak karnitinin, kurakligin hiicreye verdigi oksidatif
hasar1 antioksidan savunma sistemini indiikleyerek azalttigr bulunmustur. Ayrica
karnitinin in vivo antioksidan aktivitesiyle de stres altinda oksidatif hasar azalttig

diistiniilebilir.
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