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OZET

Yiksek Lisans Tezi

MARUL FiDELERINDE BAZI GENLERIN iFADELERINDEKi DEGIiSIMLER,
BiYOKIMYASAL ve FIZYOLOJIK PARAMETRELER UZERINE UV-B VE
HUMIK ASIDIN ETKIiSININ BELIRLENMESI

Nastaran SADEGHIAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Biyoloji Anabilim Dali
Molekdiler Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ozkan AKSAKAL

Bu ¢alismada bir biylme diizenleyicisi olan hiimik asit (HA) 6n uygulamasinin ultraviyole
B (UV-B) stresine maruz birakilan marul (Lactuca sativa L.) fidelerinde fenilpropanoid
yolunda gorev alan bazi genlerin [fenilalanin amonyak liyaz (PAL) ve vy-tokofrol
metiltransferaz (y-TMT)] ifadelerindeki degisimler ile bazi biyokimyasal ve fizyolojik
parametreler tizerine etkisi arastirtlmistir. Bu amagla, 30 gunlik marul fidelerine 10 mg/kg
(HA 1), 20 mg/kg (HA 11), 30 mg/kg (HA 111) HA cozeltisi verilmis, uygulamadan 30 giin
sonra fideler 3.3 Wm™? UV-B radyasyonuna 12 saat maruz birakilmus, hasat edilen marul
yapraklarinda molekiiler, biyokimyasal ve fizyolojik degisimler incelenmistir. UV-B
uygulamasi kontrol sartlarina gore malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit (H,0,) ve
stiperoksit radikali (O;") miktarini, bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerini [siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX)], askorbik asit, tokoferol,
toplam fenolik madde, toplam flavonoid miktarmni ve antioksidan kapasiteyi artirmustir.
Buna ilaveten, klorojenik asit, kikorik asit, kafeik asit gibi fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlar1 da UV-B uygulamasi ile artmistir. Yalniz UV-B uygulamasi ile mukayese
edildiginde farkli konsantrasyonlarda HA uygulandiktan sonra UV-B stresine maruz
birakilan fidelerde PAL ve y-TMT gen ifadesi, antioksidan enzimlerin aktiviteleri, askorbik
asit, tokoferol, toplam fenolik madde, toplam flavonoid miktar1 ve antioksidan kapasite
6nemli dlcude artmis (P <0.05), MDA, H,0, ve O,” miktar1 6nemli oranda azalmistir (P
<0.05).

Sonug olarak humik asitin enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan maddelerin
birikimini artirmak yoluyla marul fidelerinde UV-B radyasyonunun sebep oldugu oksidatif
hasar1 azaltigt ve UV-B radyasyonunun yikict etkilerine karsi bitkiyi korudugu
belirlenmistir.

2017, 59 sayfa

Anahtar Kelimeler antioksidan enzim, hidrojen peroksit, hiimik asit, kafeik asit, kikorik
asit, klorojenik asit, Lactuca sativa, malondialdehit, PAL, UV-B, y-TMT,



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF UV-B TOLERANCE AND HUMIC ACID EFFECTS ON
SOME GEN CHARACTERISTICS, BIOCHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL
PARAMETERS iN LETTUCE (LACTUCA SATIVA L.)

Nastaran SADEGHIAN

Atatlrk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Science of Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ozkan AKSAKAL

In this study, some genes involved in the phenylpropanoid pathway [phenylalanine
ammonia lyase (PAL) and y-tocopherol methyltransferase (y-TMT)] were detected in the
lettuce (L.) seedling of ultraviolet B (UV-B) stress pretreatment of a growth regulator, (y-
TMT)] and the effects on some biochemical were investigated on physiological parameters.
Additionally, effect of pretreatment of humic acid (HA) as a growth regulator on changes in
expressions of some phenylpropanoid pathway’s genes [phenylalanine ammonia lyase
(PAL) and y-tocopherol methyltransferase (y-TMT)] and also some biochemical and
physiological parameters was investigated in lettuce (Lactuca sativa L.) plant exposed to
ultraviolet B (UVB) radiation stress. For this purpose, amount of 10 mg/kg (HA 1), 20
mg/kg (HA 1) and 30 mg/kg (HA 111I) HA solution were given to the 30-day lettuce
seedlings, then lettuces were exposed to 3.3 Wm™ UV-B radiation, for a period of 12 h, and
some molecular, biochemical and physiological changes in harvested lettuce leaves were
investigated. UV-B application in compared to control conditions increased the amount of
malondialdenyde (MDA), hydrogen peroxide (H,O,) and superoxide radical (O,"), the
activities of some antioxidant enzymes [superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
ascorbate peroxidase (APX)], ascorbic acid, tocopherol, total phenolic substance, total
flavonoid content and antioxidant capacity. Additionally, the concentrations of phenolic
compounds such as chlorogenic acid, cichoric acid, and caffeic acid were increased by UV-
B application. When results of UV-B application were compared parameters like PAL and
v-TMT gene expression, activities of antioxidant enzymes, ascorbic acid, tocopherol, total
phenolic substance, total flavonoid amount and antioxidant capacity were significantly
increased (P <0.05) in lettuce esexposed to UV-B stress after HA treatment at different
concentrations, while the amount of MDA, H,0, and O, were decreased significantly (P
<0.05). In conclusion, the protective role of humic acid in plants against the destructive
effects of UV-B radiation has been determined by decreasing oxidative damage caused by
UVB radiation in lettuce seedlings via increases in the accumulation of enzymatic and non-
enzymatic antioxidant substances.

2017, 59 pages

Keywords: Antioxidant enzymes, Chafeic acide, Chlorogenic acide, Chicoric acide, Humic
acid, Hydrogen peroxide, Lactuca sativa, Malondialdehyde, PAL, UV-B, y-TMT
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CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 3.1. RT-PCR i¢in kullanilacak spesifik primerler



1. GIRIS

Giines canlilar i¢in baslica enerji kaynagidir. Giinesten gelen radyasyon ise yeryuvari
tizerindeki yasami1 devam ettiren en énemli faktorlerden biridir (Ordidge et al. 2010).
Giinesten gelen elektromanyetik spektrumun iyonize olmayan ultraviyole bolgesi, total
solar radyasyonun yaklasik %8-9’unu olusturur ve ultraviyole C [UV-C (200-280 nm)]
ultraviyole B [UV-B (280-315 nm)] ve ultraviyole A [UV-A (315-400 nm)] olmak
tizere ti¢ sinifa ayrilir (Hollosy 2002; Frohnmeyer and Staiger 2003). UV-C radyasyonu
organizmalar i¢in son derece zararlidir ve stratosferik ozon tabakasi tarafindan
yeryiiziine ulasmadan absorblanir (Hollosy 2002). Ote yandan, stratosfere ulasan
halojenler, hidrokarbonlar ve diger ozon azaltici kimyasallar stratosferik ozon
tabakasinin incelmesine yol acar (Ballare et al. 2011). Bu tabakadaki incelme yer
yiiziine ulasan spektral UV kompozisyonunda degisime ve UV radyasyonu miktarinda
onemli artisa neden olur (Mckenzie et al. 2011). Buna ilaveten, yeryuvari iizerine erigen
UV radyasyonu miktari, glinesin acisi, enlem, yiikseklik, bulut miktar1, golge, giiniin
saati, mevsim ve aerosoller tarafindan da etkilenir (Ballare et al. 2011). UV-A total
solar radyasyonun yaklasik %6,3’iinii kapsar ve UV radyasyonunun en az hasar verici
kismint olusturur (Hollosy 2002). Bu radyasyon ozon konsantrasyonu tarafindan
etkilenmez ve stratosferik ozon tabakasini gegerek yeryiiziine ulasir (Caldwell et al.
1989). UV-B ise total solar radyasyonun sadece kiiciik bir bileseni (%0.5) olmasina
ragmen, sahip oldugu yiiksek enerjisinden dolay1 yalnizca miktarindaki biiyiik artiglar
degil kiicik artiglarda canlilar {iizerinde olaganiistii biyolojik hasar olusturma

potansiyelindedir (Mckenzie et al. 2011; Lidon et al. 2012).

1.1. Ultraviyole Radyasyonu ve Bitkiler

UV-B radyasyonuna maruz kalan bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal degisimler, kuru
madde iiretimi ve biiylime bakimindan tiir i¢i ve tiirler arasinda biiyiik farkliliklarin
oldugu rapor edilmistir (Li et al. 2013). Baz1 bitki tiirleri UV-B radyasyonundan
etkilenmez, hatta bazi bitki tiirlerinde UV-B biiyiimeyi tesvik edebilir, ancak tahillar ve



sebzelerinde i¢inde bulundugu ¢ogu tiir UV-B 1sinlarina karsi hassastir ve bu 1ginlardan

zarar gordrler (Du et al. 2011; Lidon 2012).

UV-B radyasyonu bitkilerde proteinler, lipidler ve DNA gibi makromolekillerin
yapilarinda dogrudan veya dolayli olarak degisiklikler meydana getirebilir (Ormrod and
Hale 1995; Lidon 2012). Ornegin, bitkilerde UV-B radyasyonunun dogrudan bitki
DNA’s1 tarafindan absorbsiyonu, siklobdtan primidin dimerleri ve primidin primidinon
dimerleri gibi gesitli fototirtinlerin olusumu ile sonuglanir (Blaustein et al. 2013). Diger
taraftan UV-B radyasyonuna maruz kalan bitkilerde fotosentetik aparat igerisinde yer
alan proteinler dogrudan etkilenebilir ve bozulabilir. UV-B’ye maruziyet, bitkilerde
reaktif oksijen tiirevlerinin iiretimi yoluyla dolayli olarak DNA ve diger biyolojik
makromolekullere de zarar verebilir. Yine bu radyasyon bitkilerde gen ifadesinde

degisimlere yol agabilir (Hectors et al. 2007).

Bitkilerin UV-B radyasyonuna kars1 olusturduklar1 yanitlar biyolojik olarak etkili olan
UV-B miktarina ve bu radyasyonun diger cevresel stres faktorler ile etkilesimine
baghdir. Ornegin, UV-A, UV-B ve fotosentetik olarak aktif radyasyon (PAR) arasindaki
spektral dengenin bitkilerin UV-B hassasiyetini belirlemede ©onemli oldugu
bilinmektedir (Jansen et al. 1998; Bjorn et al. 1999; Glas et al. 2010). Buna ilaveten,
fotosentetik olarak aktif radyasyon UV-B radyasyonunun bazi olumsuz etkilerini
iyilestirebildigi bildirilmistir (Glas et al. 2010). Diger taraftan, mavi 1s181n fotoliyazlarin
tiretimini tesvik etmek yoluyla UV-B radyasyonunun DNA’da neden oldugu siklobiitan
primidin dimerlerinin tamirinde yer aldig1 rapor edilmistir (Kakani et al. 2003).

UV-B radyasyonuna maruz kalan duyarl bitkilerde bodurluk, yapraklarda renk kaybu,
yaprak alaninda azalma, palizat parankimasi ve bekg¢i hiicrelerde degisiklikler, biyomas
ve bitki iretkenliginde azalma, ¢imlenme, c¢i¢ceklenme ve meyve olgunlasmasinda
gecikme gibi bir takim morfolojik ve anatomik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (Sekil
1.1) (Caldwell et al. 2007). UV-B radyasyonunun neden oldugu fizyolojik degisiklikler
arasinda ise pigment sistemi 1I’de yer alan proteinlerin bozunumu ile iliskili fotosentetik

aktivitedeki azalma, klorofil ve karetinoidlerin bozunumu, rubisko aktivitesideki azalma



ve stoma fonksiyonlarinin etkilenmesi sayilabilir. UV-B etkisi ile Pigment sistemi 11’nin
reaksiyon merkezinde meydana gelen hasar elektron tasima zincirinin inaktivasyonu ile
sonuglanir (Jansen et al. 1998). Pigment sistemi Il icerisinde yer alan D1 ve D2
proteinlerinin reaksiyon merkezi, tirozin elektron vericileri, kinon elektron alicilar1 ise

UV-B radyasyonunun diger hedef bolgeleridir (Sekil 1.2) (Sicora et al. 2006;Wu et al.
2011).
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Sekil 1.1. Bitkiler Gizerine UV-B radyasyonunun etkileri (Kataria et al. 2014)
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Sekil 1.2. UV-B radyasyonunun pigment sistemi Il tizerine etkisi (Jansen et al. 1998)




UV-B radyasyonuna maruz kalan bazi bitkilerde UV-B radyasyonunu absorblayan veya
yansitan epikiitikular mumlarin birikiminin arttig1 gézlenmistir (Tevini and Steinmuller
1987). Bu mumlar epidermisteki flavonoidler ve lignin ile polimerize olmus ferulik asit
gibi UV-B absoblayan bilesikler ile birleserek koruyucu bir kalkan olusturur. UV-B
radyasyonu yapraklarda yer alan bazi fenolik maddelerin birikimine de yol acar. UV-B
radyasyonuna maruz kalan yapraklarda fenolik maddeler 6zellikle Ust epidermal
hlcrelerde birikir ve 280-340 nm dalga boyuna sahip radyasyonu absorbe ederler. UV-B
radyasyonu flavonoidlerin ve fenolik maddelerin Gretiminden sorumlu fenilalanin
amonyak liyaz ve y-tokoferol metiltransferaz gibi enzimlerini kodlayan genlerin
ifadesini de tesvik etmektedir (Blumthaler and Amback 1990; Ajavon et al. 2007).

Diger taraftan UV-B radyasyonu lipid peroksidasyonunu artiran, DNA’ya hasar veren,
lipid ve proteinlerin oksidasyonuna neden olan reaktif oksijen tirevleri (ROS) Uretmek
yoluyla biyomolekullerde hasara neden olur (Jansen et al. 1998; Bjorn et al. 1999;
Frohnmeyer and Staiger 2003). UV-B ve molekiiler oksijen arasindaki etkilesimler
bakteri ve hayvan hicrelerinde reaktif oksijen tirleri (ROS) olusumu ile sonuglanir,
UV-B radyasyonuna maruz kalan bitkilerde oksidatif stres seviyesindeki artis, benzer
prosesin bitkilerde de oldugunu gostermistir. Bilindigi gibi yuksek derecede reaktif
singlet oksijen (*O,) ve stperoksit radikali (O,7) molekiiler oksijenden (retilen
radikallerdir. Stiperoksit radikali indirgenerek peroksit (O.%) iyonlarini ve/veya
perhidroksi radikalini (HO,) veya hidrojen peroksiti (H,O;) olusturur (Sekil 1.3).
Superoksit radikali fenton reaksiyonu yoluyla yiksek reaktif hidroksi radikalinin (OH")
bir kaynag1 olarak da hasar olusturabilir (Gill and Tuteja 2010).

¢ e e _
A e
0, —N >0 N, Ho, A on —\ H,0
Oksijen Stiperoksit Hidrojen peroksit  Hidroksi radikal su

Sekil 1.3. Molekiiler oksijenden reaktif ara tiriinlerin olusumu (Oztiirk Sarikaya 2009)

Diisiik konsantrasyonda ROS hiicreler arasi iyon konsantrasyonunun devami ve sinyal



transdiiksiyon gibi hiicresel isler i¢in onemlidir. Bununla birlikte ROS’un yiiksek
konsantrasyonlar1 niikleik asitler, proteinler ve hiicresel membranlar ile etkilesim
yoluyla hiicresel fonksiyonlar1 bozabilmektedir. ROS ve nikleik asitler arasindaki
etkilesim protein sentezini azaltabildigi, gen diizenlenmesini etkileyebildigi,
transkripsiyonu bozabildigi ve DNA’da mutasyonlara neden olan lezyonlarin
olusumuna sebep olabildigi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bilindigi gibi DNA’daki oksidatif
hasar hiicre biiyiimesi ve gelisimi iizerinde bliyiik etkiye sahip oldugundan dolay1 biitiin

organizma i¢in ciddi sonuglar dogurabilmektedir (Ulm and Nagy 2005; Jenkins 2009).

Bitkiler UV-B’nin neden oldugu ROS’un etkilerini azaltmak amaciyla askorbat ve
tokoferol gibi antioksidanlarin miktarint ve siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirirlar (Mittler 2002; Van
Breusegem et al. 2008). Suproksit dismutaz (SOD) bitki hiicrelerindeki en dnemli ve en
fazla bulunan enzimlerden biridir. Hlcrenin bir ¢ok bolumiinde yer alan bu enzim ROS
detoksifikasyonunun ilk basamagi olarak O, “inin H,O,’ye katalizinden sorumludur.
SOD enziminin rolii diger antioksidan savunma mekanizmalarindan énce ROS iiretilen
bolgede oksidatif stresin ¢ok ciddi etkilerine karst derhal koruma saglamaktir (Jain et al.
2003; Selvakumar 2008; Han et al. 2009; Gill and Tuteja 2010). Oksidatif strese cevap
olarak SOD aktivitesinin hizli artisi ¢ogunlukla gecici bir durumdur. UV-B
maruziyetinden sonraki ilk {ic saatte kloroplasttaki SOD aktivitesinin olagan
seviyesinden 2.4 kat artis gosterdigi, sonra bu oranin 1.3 kat seviyesine indigi
kaydedilmistir (Selvakumar 2008; Zancan et al. 2008). Katalaz, oksidatif strese maruz
kalan hemen hemen biitiin hiicrelerde tespit edilmistir (Dawar et al. 1998). Bitki
hlcrelerinde katalaz enzimi peroksizomlarda toplanir ve hidrojen peroksitin su ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleme yoluyla oksidatif stresin azaltilmasinda yer
alir. Katalaz aktivitesi farkli abiyotik stres faktorlerine gore degisiklik gostermektedir
(Selvakumar 2008; Zancan et al. 2008). UV-B radyasyonuna maruziyetten sonra katalaz
aktivitesinde artisin oldugu kaydedilmesine ragmen bazi calismalarda katalaz
aktivitesinin distiigii de belirtilmistir (Ambasht and Agrawal 2003; Yang et al. 2007b;
Han et al. 2009). Ornegin Mittler (2002) UV-B stresinin (iziim yapraklarinda katalaz

aktivitesini artirmadigini rapor etmislerdir. Enzimatik antioksidanlar icerisinde yer alan



askorbat peroksidaz bitkilerde sitozol ve apoplastin yani sira hiicre organellerinde de
bulunan antioksidan enzimdir (Morita et al. 1999; Pekker et al. 2002; Garg and
Manchanda 2009). Bu enzim askorbik asitten protonlarin transferini kataliz etmek
yoluyla H,O,’yi detoksifiye etmektedir (Santos et al. 2004). UV-B radyasyonu H,0,
olusumunu artirmaktadir ve artan H,O, muhtemelen ascorbate peroxidase (APX)
kodlayan genlerin transkripsiyonunun artirilmasinda onemli bir sinyal olmakta ve
boylece APX aktivitesi UV-B radyasyonu tarafindan artirilmaktadir (Zancan et al.
2008). UV-B radyasyonuna maruz kalan patates bitkisinde APX izoformlarmin
ekspresyonunun arttig1 Santos et al. (2004) tarafindan bildirilmistir. Buna ilaveten, UV-
B radyasyonuna maruz kalan bitkilerde APX aktivitesinin dizenlenmesinin UV-B
hasarma cevap olusturmada anahtar rol oynadig1 da rapor edilmistir (Jain et al. 2003).
Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda yer alan askorbat, APX hareketi i¢in bir
substrat olarak antioksidan metabolizmasinda fonksiyoneldir ve dogrudan ROS’un
detoksifiye edilmesinde islev gormektedir (Santos et al. 2004). Bitki hucrelerinde
askorbat, oksidasyon asamalarinin bir ¢ok basamaginda goriilebilir. Bitki hiicreleri
cesitli abiyotik stres faktorlerine cevap olusturmada askorbat biriktirmektedirler (Pekker
et al. 2002; Garg and Manchanda 2009). UV-B radyasyonunun olusturdugu oksidatif
strese karsi savunmada askorbatin dnemi Gao and Zhang (2008) tarafindan ortaya
konmustur. UV-B radyasyonuna maruz birakilan askorbat biyosentezi yetersiz
Arabidopsis thaliana vitamin c-1 mutantlarinda klorofil igeriginin azaldigi, PS II’nin
maksimum etkinliginin distiigii, lipid peroksidasyonu ve H»O, miktarinin arttidi,
yiiksek miktarda oksidatif stresin olustugu ortaya konmustur (Carletti et al. 2003). -
tokoferol osidatif hasara karsi hiicre membranlarin1 korumada yer alan yagda ¢oziinen
bir antioksidandir (Hideg et al. 1997). UV-B radyasyonu tarafindan olusturulan
oksidatif strese karsi koruyucu o6zelligi Delong and Steffen (1998) tarafindan rapor
edilmistir. Eksojen a-tokoferol uygulamasinin ispanak tilakoid membranlarmi UV-B
maruziyeti ile iligkili hasardan korudugu bildirilmistir (Carletti et al. 2003; Jain et al.
2003). Misir fideleri ve biber kotiledonlarinda UV-B uygulamasini takiben a-tokoferol
aktivitesinin azaldig1 gézlenmistir. Bununla birlikte, askorbat gibi diger antioksidanlar
ile karsilastirildiginda a-tokoferoliin UV-B’nin neden oldugu oksidatif stres esnasinda
antioksidan metabolizmanin daha az énemli bir bileseni oldugu 6nerilmistir (Jansen et

al. 2008; Poiroux-Gonord et al. 2010; Galleano et al. 2010).



1.2. Himik Asit

Topraktaki organik maddelerin ana igerigi humustur. Humusun en aktif biyokimyasal
maddesi ise hiimik asittir (Canellas et al. 2008; Silva-Matos et al. 2012). Ilk olarak
Sprengel tarafindan 1826 yilinda cliriimiis bitkisel maddelerden sodium hidroksit
ekstraksiyonu ile elde edilen hiimik asit dogal biiyiik bio-polielektrolittir (Eyheraguibel
et al. 2008; Todorova et al. 2014). Biinyesinde 6nemli oranda polifenol polikarboksilik
asit, karbonil ve peroksit barindiran hiimik asit koyu kahve-siyah renklidir. Potasyum
humat temelli bir ¢ozelti olan hiimik asit bitkilerin kok gelisiminde, toprak
mikroorganizmalarinin ~ ¢ogalmasinda, tarlada kalan anizlarin kisa  siirede
parcalanmasinda, hafif topraklarin su tutma giiglerinin arttirilmasinda ve tohumlarin
kisa siirelerde ¢imlenmesinde etkili olmaktadir (Zhang and Ervin 2004; Rastghalam et
al. 2011). Ayrica hiimik asidin, azot, fosfor, potasyum, demir ve ¢inko gibi bitki besin
elementlerinin alimimi kolaylastirdigi, agir killi topraklarin yapisinin iyilestirilmesinde,
topraklarda tuz birikiminin onlenmesinde ve topraklarin havalanmasinda da olumlu
etkileri oldugu bilinmektedir (Lotfi et al. 2015). Hiimik asit, bugday da dahil olmak
tizere bircok bitkide ¢inko basta olmak {izere mikro besin elementlerinin alimini
etkileyerek verim ve verim komponentlerinde artiglara neden olmaktadir. Humik asidin
bitki blyimesini tesvik edici Ozelligi hiimik asitte hormon benzeri maddelerin
bulunmasina atfedilmistir (Cheng et al. 1995). Stres kosullar1 altinda bitkilerin
yapraklarina uygulanan hiimik asit yapraklarin su tutma kapasitesini, fotosentez

miktarini ve antioksidan metabolizmayi artirmaktadir (EI-Nemr et al. 2012).

Bilindigi gibi marul UV-B radyasyonuna karsi orta derecede hassas bir bitkidir. Bu
bitkinin PAL (Fenilalanin amonyak-liyaz) biyosentezinden sorumlu genleri aktive
etmek, antosiyaninleri ve diger flaonoidleri harekete ge¢irmek yoluyla UV-B
radyasyonunu da igeren bazi stres faktorlerini elemine ettigi rapor edilmistir
(Tsormpatsidis et al. 2010). Marul yuksek derecede ROS supuricii 6zelligi olan gok
sayida antioksidan molekiile sahiptir (Ramos et al. 2011). Yine UV-B radyasyonu
tarafindan etkilenen fenolik bilesikler, flavonoidler, vitamin C, E, kalsiyum, lutein ve lif

gibi ¢ok sayida besleyici ve sagligi olumlu etkileyen bilesik icermektedir. Bu tezde UV-



B stresinin sebzelerde olusturdugu hasar ve bu hasarin azaltilmasinda dnceden fidelere
uygulanan hiimik asidin rolii baz1 molekiiler, biyokimyasal ve fizyolojik parametreler

kullanilarak arastirtlmistir. Tezde model bitki olarak marul (Lactuca sativa L.)

kullanilmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

UV-B radyasyonu bitkilerde morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiler
prosesleri etkileyen 6nemli stres faktorlerinden biri oldugu icin bu stres faktorinin
bitkiler lizerinde olusturdugu degisiklikler ve bu degisikliklere bitkilerin verdigi yanitlar
tizerine literatiirde ¢ok sayida arastirma ve derleme bulunmaktadir. Literatiirde yapilan
calismalarin ¢ogunda UV-B radyasyonunun bitkilerde ¢esitli sekonder bilesiklerin
birikimini artirdigi, antioksidan savunma sistemini harekete gecirdigi, reaktif oksijen
tiirevlerinin birikimine yol agtigi, timin dimerlerinin olusumu gibi mutasyonlari

uyararak DNA’da hasar meydana getirdigi rapor edilmistir (Tossi et al. 2011).

Xu et al. (2008) UV-B radyasyonuna maruziyetin bitkilerde oksidatif hasara yol
actigini, bitkilerin UV-B’nin olusturabilecegi hasarlar1 azaltmak igin antioksidan
aktivitenin artirilmasi1 veya UV koruyucu bilesiklerin birikiminin artirilmasi gibi bazi
UV korunma mekanizmalarina sahip oldugunu bildirmistir. UV-B radyasyonunun soya
fasulyesinde antioksidan aktivite ve flavonoidler {izerine etkisini belirlemek amaciyla
orta seviyede flavonoid iceren (normal) ve az flavonoid iceren (magenta) iki soya gesidi
tarla kosullarinda UV-B radyasyonuna maruz birakilmis, solar UV-B radyasyonunun
her iki gesitte oksidatif strese neden oldugu, glutatyon rediiktaz, katalaz, askorbat
peroksidaz enzimlerinin aktivitelerinde ve dihiroroksi askorbat igeriginde artis
olusturdugu buna karsin speroksit dismutaz enzim aktivitesinde ve askorbik asit

miktarinda azalis meydana getirdigi belirlenmistir (Xu et al. 2008).

Rybus-Zajac and Kubis (2010) bitkilerde antioksidan proses uzerine artan UV-B
radyasyonunun etkilerini arastirmak ic¢in ¢imlenme asamasindaki salatalik fidelerine
UV-B radyasyonu uygulamis ve hidrojen peroksit miktarini, siiperoksit dismutaz ve
katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen degisimleri
Olemiistiir. Calismada UV-B artisina bagli olarak antioksidan enzim aktivitelerinde
artisin  oldugu, UV-B radyasyonunun salatalik kotiledonlarinda reaktif oksijen
tiirevlerinin birikimine neden oldugu ve antioksidan metabolizmay1 harekete gecirdigi

rapor edilmistir.
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Fang et al. (2011), tarafindan yapilan bir ¢alismada, piringte UV-B stresine karsi
olusturulan tolerans mekanizmasinda Lsil geninin ifadesindeki artis veya azaligin

onemli rol oynadig1 bildirilmistir.

Hiicre dongiisiinde yer alan markir genlerin ifadesinin UV-B radyasyonu altinda
degistigi, 2-6 saat UV-B radyasyonu uygulamasinin G1 fazindan S fazina gegiste yer
alan genlerin, Histon H4 ve E2Fa genlerinin ifadesini azalttigi Jiang et al. (2011)

tarafindan rapor edilmistir.

Yao et al. (2011) bugday fidelerinin gelisimi ve fizyolojik parametreleri iizerine UV-B
radyasyonu, selenyum ve UV-B+Se kombinasyonunun etkisini incelemistir. UV-B
radyasyonunun MDA ve siiperoksit radikali birikimine neden oldugu, bazi antioksidan
molekiillerin ve antioksidan enzimlerin birikimine yol actig1, UV-B+Se uygulamasinin
ise biyomas birikimini, antioksidan enzimlerin aktivitelerini, antioksidan igerigini

artirdigi, malondialdehid (MDA) ve siiperoksit birikimini azalttig1 belirlenmistir.

Liu et al. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, UV-B radyasyonunun bugday
fidelerinde oksidatif hasara neden oldugu, antioksidan enzimlerin aktivitesini
degistirdigi, pigmen sistemi II’nin fonksiyonlarini azalttigi, UV-B uygulamasindan once
uygulanan jasmonik asidin UV-B radyasyonu tarafindan olusturulan oksidatif hasari

azaltt1g1, pigment sistemi II’nin fonksiyonlarini artirdigi kaydedilmistir.

Bir baska ¢alismada Pandey et al. (2012) bes giin UV-B radyasyonuna maruz kalan 10
gunlik Hardal (Brassica juncea) fidelerinin UV-B stres toleransi iizerine tiyotirenin
(TU) etkisini arastirmigtir. Kontrol ile kiyaslandiginda UV-B+TU uygulanan fidelerde
fenolik bilesikler, flavonoidler, antosiyaninler gibi UV-B absoplayan bilesiklerin
konsantrasyonlarinin ~ arttigr, Yyalmz UV-B radyasyonu uygulanan fidelerle
karsilastirildiginda UV-B+TU uygulamasinin yas ve kuru agirlik oranlarini artirdig ve
klorofil hasarini azalttig1 belirlenmistir. Kontrol ile mukayese edildiginde UV-B+TU
muamelesi ile fenilalanin amonyak liyaz (PAL) ve kalkon sentaz (chs) genlerinin

ifadesinin arttig1, bunun sebebinin de TU uygulamasinin flavonoid biyosentetik yolunu
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erkenden uyarmasi oldugu ifade edilmistir. Sonug olarak tiyoiirenin UV-B stresinin

hasar verici etkisinin azaltilmasina yardimci oldugu belirtilmistir.

Zhao et al. (2012) kislik bugday tohumlarmni ii¢ farkli dozda diisiik enerjili N* 1sinlarina
maruz birakmis, tohumlar {i¢ yaprakli evredeki fidelere dontisiince fidelere UV-B (10.08
kdm?giin"") radyasyonu uygulamistir. Calismada, tohumlarin karakteristik bityiimesi,
UV-B radyasyonuyla indiiklenen membran sistemlerindeki oksidatif hasar ve dnceden
uygulanan N* 1sinlarinin radyasyon hasarmni hafifletici etkisi arastirilmistir. Uygulanan
4.0x10% iyon/cm2 1sin dozunun ¢imlenme ve fide oranimi kontrole gore arttirdigi
belirlenmistir. Yalmiz UV-B uygulamasi ile kiyaslandiginda tohumlara 6nceden
uygulanan 4.0x10% iyon/cm? 1sin dozunun peroksit ve siiperoksit dismutaz enzim
aktivitesini, ¢oziinebilir protein, glutatyon ve klorofil miktarini arttirdigi, malondialdehit
miktarini 6nemli derecede azalttig1 kaydedilmistir. Sonug olarak, bugday tohumlarina
uygun dozda diisiik enerjili iyon 1s1m1 6n uygulamasinin, fide evresinde UV-B

radyasyonunun hasar verici etkilerini hafiflettigi rapor edilmistir.

Bandurska and Cieslak (2012) fenilalanin biyosentetik yolunu kontrol eden PAL ve
benzoik asit hidroksilaz (BA2H) aktivitesininin yani sira salisilik asit birikimi tizerine
UV-B radyasyonu, su eksikligi ve onlarin kombine etkilerini arastirmistir. Su eksikligi
ile birlikte salisilik asit konsantrasyonunun, PAL ve BA2H enzim aktivitelerinin arttigi,
su eksikligi kosullarinda salisilik asit artisginin 6nce koklerde sonra yapraklarda
gozlendigi belirtilmistir. Yalmiz UV-B radyasyonuna maruz kalan bitkilerde BA2H
enzim aktivitesinde artis belirlenmis, UV-B radyasyonuna maruz kalip sonra susuz

birakilan bitkilerde ise karisik tolerans mekanizmalar1 gézlenmistir.

Stratosferik ozon tabakasindaki azalmaya bagli olarak yerkiire {izerine ulasan UV-B
radrasyonundaki artigin bitkilerin fotosentez verimi ve fotosentezi tizerine olan olumsuz
etkileri degerlendirilmistir (Kataria et al. 2014). UV-B radyasyonunun yesil bitkilerin
fotosentetik aparatinin bir ¢ok bolgesine zarar verdigi, Ozellikle oksijen yayan
kompleks, D1/D2 reaksiyon merkez proteinleri ve pigment sistemi II’nin alic1 ve verici

bolgelerindeki diger bilesenlerin UV-B radyasyonundan etkilendigi, UV-B
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radyasyonunun 151k hasat eden kompleks II'yi inaktive ettigi ve pigment sistemi II
reaksiyon merkezindeki proteinlerin sentezindeki genlerin ifadesini degistirdigi
belirtilmistir. Buna ilaveten, su oksidasyon kompleksinin Mn kiimesinin UV-B stresinin
en 6nemli hedefi olmasina ragmen, D1 ve D2 proteinleri, kinon molekiilleri ve sitokrom
B’nin UV-B'in sonraki hedefi oldugu, Rubisco’nun etkinligi ve igerigine dogrudan
etkisi olan fotosentetik karbon indirgemesininde UV-B radyasyona karsi hassas oldugu
bildirilmistir. UV-B radyasyonunun dogrudan olmayan etkileri arasinda fotosentetik
pigmentlerde, stoma iletkenliginde, yaprak morfolojisinde meydana gelen degisimler
siralanmistir. Koruyucu mekanizmalarin yetersizliginin ise PS II'yi UV-B radyasyonuna

kars1 daha savunmasiz yaptig1 rapor edilmistir.

Choudhary and Agrawal (2014) antropojenik aktivitelerden dolay1 yeryuvari iizerine
ulasan solar UV-B mikarindaki artisin bitkiler {izerine zararli etki olusturdugunu
belirtmis ve bezelye bitkisi lizerine artan UV-B radyasyonun etkisini arastirmistir.
Calismada ozellikle UV-B radyasyonunun flavonoidler, bitkisel hormonlar ve azot
metabolizmas: iizerine etkisi incelenmistir. UV-B radyasyonunun direk olarak oksidatif
stres olusturmak yoluyla veya HUDP-15 ve HUP-2 gibi bezelye cesitlerinde igsel
salisilik asit miktarin1 artirmak yoluyla bitki biiylimesini, biyomas miktarini, iriin
miktar1 ve kalitesini etkiledigi belirlenmistir. UV-B radyasyonu altinda flavonoid
birikimindeki artisin ne fotosentetik aparata yeterince koruma sagladigi ne de biyolojik
azot fiksasyonu artisina yardim ettigi kaydedilmistir. Azot fiksasyonu ve
asimilasyonunun UV-B radyasyonundan olumsuz etkilendigi, nitrojenaz, nitrat
rediiktaz, nitrit rediiktaz aktiviteleri ve leghemoglobin igeriginin artan UV-B ile azaldig1
gozlenmistir. HUP-2 ¢esidinde yiiksek miktarda salisilik asit birikimi bu ¢esidin UV-B
radyasyonuna karsi hassasiyetinin yiksek olmasi ile, HUDP-15 ¢esidinde antioksidan
enzimler ve jasmonik asit miktarindaki artis ise uygulanan strese karsi1 direng olusturma

mekanizmasi ile iligkilendirilmistir.

Todorova et al. (2014), aktif bilesiminde himik asit olan komiirden biomin adinda
dogal bir madde ekstrakte etmis ve UV-B radyasyonu uygulamadan 3 giin dnce bu

maddeyi tritikale koklerine uygulamistir. Biomin 6n uygulamasmim UV-B radyasyonu
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tarafindan olusturulan oksidatif hasar1 azalttigi, antioksidan enzim aktivitelerini pozitif
etkiledigi, biliylime {iizerine olumlu etki ettigi ve UV-B absorplayan bilesiklerin
miktarini artirdigi tespit edilmistir. Calismada tritikale bitkisine Onceden biomin
uygulamanin enzimatik olmayan antioksidanlarin miktarin1 ve reaktif oksijen
tiirevlerinin detoksifikasyonunda yer alan antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirmak
yoluyla UV-B radyasyonu tarafindan olusturulan oksidatif stresi azalttigi rapor

edilmistir.

Olumsuz ¢evre sartlarina karsi olaganiistii toleransi bulunan tipik ¢él bitkisi Reaumaria
soongorica’nin UV-B radyasyonuna karsi olusturugu molekiiler cevaplar Liu et al.
(2015) tarafindan arastirllmistir. Artan UV-B radyasyonuna R. soongorica’nin cevap ya
da tolerans mekanizmalarini test etmek icin UV-B radyasyonu uygulanan ve
uygulanmayan gruplar arasinda cesitli genlerin ekspresyonlarindaki degisim analiz
edilmis, gruplar arasinda 561 genin ekspresyonunun arttigi, 1589 genin ise ifadesinin
azaldig1 belirlenmistir. Fonksiyonel analiz i¢in farkli ekpresse olan genler ¢ gruba
ayrilmigtir. Birinci grupta fotosentezle iligkili proteinler, ribuloz-fosfat-3-epimeraz ve
ATP bagimli Clp-proteazi igeren kloroplast lokalize proteinler gibi UV-B radyasyonu
tarafindan transkripsiyonu inhibe edilen genler toplanmustir. ikinci grupta fototropinler
ve GTP-bagl proteinler gibi sinyal transdiiksiyonunda yer alan proteinler yer almistir.
Ucgiincii grupta ise lipid transferi ve flavonoid biyosentezi igin preteinler toplanmustir.
Calismada lipid transferi ve flavonoid biyosentezindeki genlerin ekspresyonlarindaki
artisin UV-B radyasyonuna karst korunma mekanizmasinda 6nemli oldugu, UV-B
radyasyonunun kloroplast fonksiyonlarinda bozulmaya yol acabilecegi, sinyal
transdiiksiyon ve koruyucu proteinler i¢in genlerin ifadesindeki degisimlerin R.
soongorica’nin  UV-B radyasyonuna cevap olusturmada bir strateji olabilecegi

bildirilmistir.

Choi et al. (2002) flavonoidler ve diger fenil propanoid tiirevleri gibi UV absorblayan
bilesiklerin ve UV gecisini azaltan epidermis tabakasinin UV radyasyonunun potansiyel
hasar verici etkilerine karsi bitkileri koruyan baslica mekanizmalar oldugunu belirtmis

ve bu mekanizmalarin bitkilerin degisen UV kosullarina adaptasyonunda olduke¢a kritik
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olduguna deginmistir. Yazarlar ¢aligmalarinda, zaman ve isgiicii gerektirmesi, tarla
kosullarinda optik o6zelliklerin ¢oklu Ol¢iimii icin etkin olmamasi gibi sinirlayici
nedenlerden dolayr yaprak epidermisinden UV gecisinin geleneksel yontemlerle
Olctlmesinde sorunlar bulundugunu ve bu yiizden hizli, giivenilir ayn1 yaprak alani
tizerinde bir ¢ok optik ¢aligmaya izin veren yeni bir yontemin gelistirilmesine ihtiyag

oldugunu bildirmislerdir.

Topcu et al. (2015) brokolinin hasat sonrasi kalitesi, antioksidan aktivitesi ve
antioksidan bilesikleri iizerine vejetatif donemde uygulanan UV-B radyasyonunun
etkisini arastirmistir. Bu amagla brokoliye bir cam tank igerisindeki topraksiz sistemde
fakli dozlarda (2.2, 8.8 ve 16.4 kj/mzlg[]n) UV-B radyasyonu uygulanmis, hasat edilen
brokoli bitkileri 0°C’de 60 giin bekletilmistir. Calismada vejetatif donemde uygulanan
UV-B radyasyonunun toplam karetinoid, klorofil a ve klorofil b miktarini azalttigi,
askorbik asit, toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarmi artirdig1r belirlenmistir.
Uygulanan biitiin dozlarin antioksidan aktiviteyi azalttigi buna karsin sinigrin ve
glukotropaeolin miktarini artirdig: tespit edilmistir. Ote yandan depolama periyodunun
uzamasinin askorbik asit miktarini, toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarin
azalttigr ve antioksidan aktiviteyi diislirdiigii saptanmistir. Yine uzun siire depolama
periyodunun klorofil ve karetinoid miktarinda azalmaya neden oldugu i¢in brokolide

renk kaybina yol agtigina deginilmistir.

Takshak and Agrawal (2015), transplantasyondan 30, 60 ve 90 gin sonra tarla
kosullarinda Coleus forskohlii turinin fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal
karakterlerinin degisimi lizerine UV-B radyasyonun etkilerini aragtirmis, UV-B stresi
altinda flavonoidler ve fenolik maddeler gibi sekonder metabolitlerin miktarinin
arttigini, direk olarak UV-B radyasyonuna maruz kalan yapraklarda bu artisin en fazla
oldugunu kaydetmistir. Yine fenilalanin amonyak liyaz, sinnamol alkol dehidrogenaz,
kalkon flavon izomeraz gibi fenil propanoid yolunda yer alan enzimlerin aktivitelerinde
belirgin bir artisin oldugu, UV-B radyasyonuna maruz kalan yaprak ve gdévde gibi

organlarda hem enzimatik (askorbat peroksidaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, peroksidaz
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polifenol oksidaz, stperoksit dismutaz) hem de enzimatik olmayan antioksidanlarin

(askorbik asit, a-tokoferol) miktarinin 6nemli derecede arttig1 tespit edilmistir.

Jiao et al. (2016), tarafindan yapilan ¢alismada, soya fasulyesinde UV-B radyasyonu
tarafindan olusturulan izoflavon birikimi, antioksidan sistem ve igsel nitrik oksit sinyal
transdiiksiyon yollar1 arasindaki iligki arastirilmig, UV-B radyasyonunun fenilalanin
amonyak liyaz, kalkon sentaz gibi anahtar enzimlerin genlerinin ifadesini artirmak
yoluyla izoflavon birikimine neden oldugu, glutatyon rediiktaz askorbat peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesinde artisa yol agtigi, yine g¢esitli antioksidanlarin
miktarlarinda artisa neden oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten, 6nemli bir sinyal
molekil olarak nitrik oksitin UV-B ile birlikte soya fidelerinde antioksidan sistemi

harekete gecirdigi ve izoflavon birikimine neden oldugu rapor edilmistir.

Esringu et al. (2016), marul fidelerine eksojen olarak uygulanan sodyum nitroprusidin
(SNP) superoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz gibi antioksidan
enzimlerin aktivitelerini, toplam fenolik madde miktarini, antioksidan kapasiteyi,
fenilalanin amonyak liyaz gen ifadesini artirmak yoluyla UV-B stresine toleransi tesvik

ettigini bildirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Iklim dolab1 : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
Masa santrifuj : Hettich EBA 21

Sogutmalr santrifiij - Hettich Micro 22 R
Spektrofotometre - Shimadzu UVmini-1240

HPLC : Agillent Tecnologies

pH metre : WTW unilab pH metre

Hassas terazi : Shimadzu AY220

Buzdolabi1 - Arcelik

Derin dondurucu (-30°C) . Arcelik

Derin dondurucu (-80°C) : Harris, Ingiltere

Karistirict : Fisons Whirlimixer

Otomatik pipetler : Nichipet EX ve Eppendorf
Manyetik karistirict : Chiltern HS31

Soguk su banyosu : Huber Polystat CC1
Homojenizator - Wiggen Hauser D- 500
Calkalayici : Gallenkamp

Vakum pompasi : Edwards, Ingitere

Elektroforez : Owl Separation Systems P10DS
Mikrodalga - Arcelik

Nanodrop : Thermo Scientific Multiskan Go
Otoklav : Hirayama HM

Otomatik pipetler : Brand, Axypet ve Eppendorf

PCR Cihazi : Qiagen Rotor Gene Q
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3.2. Kullamilan C0zeltiler ve Hazirlanmalari

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin kullanildigir yerler ve hazirlanis sekilleri asagida
belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Fluka sirketlerinden

temin edilmistir.

1. Arnon ve Hogland besi ¢ozeltisi: 1.02 g KNO3, 0.492 g Ca(NOs3),.4H,0, 0.23 g
NH4H,PO,4, 0.49 g MgSO,.7H,O, 2.86 g H3;BOs3; 1.81 g MnCl,.4H,0, 0.08 mg
CuSO4.5H,0, 0.22 mg ZnS0,.7H,0, 0.6 mg FeSO4 0.6 mg tartarik asit saf su
igerisinde ¢oziilerek hacmi 1 litreye tamamlanmaistir.

2. 10 mg/kg humik asit cozeltisi: 10 mg HA 1000 mL saf suda ¢ozlnene kadar
karistirilirak hazirlanir.

3. 20 mg/kg himik asit ¢ozeltisi: 20 mg HA 1000 mL saf suda c¢o6ziinene kadar
karistirilirak hazirlanir.

4. 30 mg/kg himik asit ¢Ozeltisi: 30 mg HA 1000 mL saf suda ¢Ozunene kadar
karistirilirak hazirlanir.

5. %5 lik TCA(trikloroasetik asit) (Lipid peroksidasyon aktivitesi homojenat ¢ozeltisi) :
100 mL saf su icerisine 5 g TCA ilave edilir. TCA tam olarak ¢6ziinene kadar
karistirilirak hazirlanir.

6. %0.5 lik TBA (tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidasyon aktivitesi reaksiyon ¢ozeltisi):
100 mL saf su icine 20 gram TCA c¢ozulur ve icerisine 0.5 g TBA ilave edilir ve iyice
karistirilarak hazirlanir.

7. %5°lik Ti(SOy4), (titanyum disulfat ¢ozeltisi) (H,O, miktarinin belirlenmesinde
kullanilir): 1 gram Ti(SO4), 20 mL saf suda ¢6ziilerek hazirlamistir.

8. %19’luk NH4OH (H,0O, miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 4.16 mL NH3z 20 mL
saf suda ¢ozlilmesiyle hazirlanmistir.

9. 2 M’lik H,SO4 (H20;2 miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 40 mL %98’lik H,SO,
almmig 160 mL saf su igerisine ilave edildikten sonra 200 mL’ye tamamlanarak

hazirlanmustir.
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10. 65 mM KyHPO,4 pH: 7.8  (Siiperoksit anyonu miktarinin belirlenmesinde
kullanilan tampon): 1,132 g K;HPO,4 70 mL saf su da ¢oziilmiis pH: 7.8’e ayarlandiktan
sonra saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmstir.

11. 40 mM H,0, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):
408 pL %30’luk Hy0O; hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

12. 5 mM H;0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde standart grafik hazirlamak igin
kullanilan): 41 pL %30’luk H,O, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak
hazirlanmustir.

13. 0.1 M Na;HPO4, pH: 5.5 (Peroksidazin aktivitesi dl¢iimiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3.55 g NaHPO, alinarak 200 mL saf suda ¢ozilmiis ve pH: 5.5‘%
ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamlanmistir.

14. Peroksidaz aktivitesi 6lcimunde kullanilan substrat ¢ozeltisi: 54 uL quaikol ve 15
uL H,0, dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH:
5.5) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

15. Peroksidaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi: 54 pL. quaikol ve 15
uL H,0, dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH:
5.5) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

16. 50 mM KH,PO,4 (pH: 7.8) (SOD icin tampon ¢ozelti): 1.7 g KH,PO4 200 mL saf
suda c¢oziilmiis, pH: 7.8’e¢ ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 250 mL’ye
tamamlanmustir.

17. 13 mM metionin ¢ozeltisi (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0.586 g metionin alinir,
27. maddede hazirlanmis olan 250 mL 50mM KH,PO, tamponu icerisine ilave edilerek
cozalar.

18. 63 UM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0.0128 g
NBT alinir, 27. maddede hazirlanmis olan 250 mL 50mM KH,PO, tamponu igerisine
ilave edilerek ¢ozulir.

19. 0.1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karigimi igin):
0.073 g EDTA alinir, 27. maddede hazirlanmis olan 250 mL 50 mM KH,PO, tamponu
ierisine ilave edilerek ¢ozulir.

20. 13 pM riboflavin (SOD aktivitesi igin 2. ¢ozelti): 0.019 g riboflavin, 500 mL saf
suda ¢Ozililmiis, 3 mL’lik reaksiyon karigiminin 13 puM riboflavin i¢ermesi i¢in 390 uL

riboflavin alinmustir.
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21. 20x MOPS solisyonu (Agaroz jel elektroforez igin): 41.9 g MOPS, 6.8 g sodyum
asetat, 2.6 g EDTA, 400 ml DEPC H,0. pH NaOH ile 7.0 ayarlanir, DEPC’li su ile 500
ml’ye tamamlanir. +4°de muhafaza edilir.

22. 1x MOPS soltsyonu (Agaroz jel elektroforez igin): 10 mL 20Xmops alinip zerine
190 ml saf su eklenir. Oda sicakliginda muhafaza edilir.

23. Agaroz jel elektroforez: 4.34 mL 20Xmops, 66.5 ml dH,0, 0.7 g agaroz iki dakika
mikrodalgada kaynatilir. Agarozun tam ¢dziindiigiinden emin olunduktan sonra soguk
su altinda erlen sogutulup igine 15.6 pL Formamid,12.8 uL Etidium bromir konulup
yavase¢a karistirilir.Daha sonra yiikleme tankina dokiiliip donmasi beklenir.Donan jele
RNA’lar yiiklenip kiivet soliisyonu 1x MOPS olan kiivete alinir.90V, 90MA’da 30dk

yurataldr,

3.3. YOntemler

3.3.1. Bitkilerin buyuttulmesi

Calismamizda Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Bolimii’nden elde
edilen marul (Lactuca sativa L.) bitkisi kullanilmigtir. Marul tohumlar1 ekimden once
etanol (%96) ile kisa stireli hizlica yikanmis ve %5’lik sodyum hipoklorit igerisinde 10
dakika yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra tohumlar 5 kez saf su ile
yikanmigtir. Kontrol grubu ve UV-B uygulamasi yapilacak tohumlar oda sartlarinda saf
su igerisinde 24 saat sismeye birakilmistir. Daha sonra esit sayida tohum 6nceden steril
edilmis ve icine steril kum konulmus saksilara ekilmis ve kontrollii sartlarda (24+°C ve
%350 nemli iklim kabininde) 30 giin yetistirilmistir. Saksilara diizenli araliklarla uygun
dozda hoagland cozeltisi ilave edilmistir. 30 glin sonra marul fidelerine kontrol i¢in
yalnizca hoagland ¢ozeltisi, diger 6rnekler i¢in hoagland ¢ozeltisine ilave 10 mg/kg
himik asit (HA 1), 20 mg/kg himik asit (HA I1) ve 30 mg/kg humik asit (HA I1I)
verilmis ve saksilar diizenli araliklarla uygun dozda HA ve hoagland ¢ozeltisi ilave
edilerek 30 giin iklim kabininde bekletildikten sonra (izerlerine 3.3W m? doz UV-B
(UV-B Philips TL100W/12) radyasyonu 12 saat uygulanmustir (kontrol, HA I, HA 1l ve
HA III gruplar1 hari¢). UV-B uygulamasini takiben geng ve iyi gelismis olan yapraklar
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alimarak, ROT ve enzim analizleri i¢in hemen kullanilmis, diger analizler i¢in -80°C

derin dondurucuya birakilmistir.

3.3.2. Marul fidelerinde toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Marul yapraklarindaki toplam fenolik madde konsantrasyonu Folin-Ciocalteu ayiraci
kullanilarak belirlenmistir. Yontem kisaca soyledir; Yaklasik 0.2 g yaprak ornegi
alinarak siv1 azotta dondurulup 3 mL %80’lik asetonda ekstre edilmis ve 4°C’de 12 saat
karanlikta inkiibe edilmistir. Daha sonra ekstre 905xg’de 2 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatant alinmistir. Yaklasik 50 pl ekstre iizerine 135 ul safsu, 750 uL %210’luk
folin-ciocalteu ve 600 pL %7.5’lik Na,COg3 eklenerek 10 saniye vortekslendikten sonra
karisim 45°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletilmistir. Karisim oda sicakligina kadar
soguduktan sonra 765 nm dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak absorbansi
Olclilmiistiir. Gallik asit ¢ozeltisi ayn1 akim semasina gore hazirlanmis ve standart

egriler olusturulmustur.

3.3.3. Marul fidelerinde toplam flavonoid miktarinin belirlenmesi

Marul yapraklarindaki toplam flavonoid miktar1 bir kalorimetrik yontem kullanilarak
(Choi et al. 2002) belirlenmistir. Bu amagla 0.5 ml bitki ekstrakti igerisinde 2 mL distile
su ve 0.15 mL %5’lik NaNO; bulunan 15 mL’lik polipropilen tupe konularak 5 dakika
inkiibe edilmis, tizerine 0.15 mL %10’luk AICI3*6H20 ¢ozeltisi eklenmis, karisim 5
dakika bekletilerek Uzerine ImL 1M NaOH ilave edilmistir. Cozelti iyice karistirilarak

15 dakika inkiibe edildikten sonra 415 nm’de absorbans degeri 6l¢iilmiistiir.

3.3.4. Marul fidelerinde antioksidan kapasite

Marul yapraklarinin antioksidan kapasitesi ABTS (aminobenzotriazole; 2,2’-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonic acid) diammonium salt) metodu kullanilarak
Olclilmiistiir. Yontem kisaca soyledir; Yaklasik 0.2 g yaprak 6rnegi alinarak sivi azotta

dondurulup 3 ml %80’lik asetonda ekstre edilmis ve -20°C’de 24 saat karanlikta inkiibe
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edilmistir. Daha sonra ekstre 905xg’de 2 dakika santrifiij edilerek ve siipernatant
alimmustir. Yaklasik 0.4 gr MnO; 20 ml ABTS stok ¢ozeltisine ilave edilmis ve ABTS
radikal katyon (ABTS*) olusturmak iizere 30 dakika i¢in karigtirilmistir. Daha sonra,
ABTS c¢ozeltisi fazla MnO,’yi ortadan kaldirmak igin bir filtre kagidindan siiziilmiistir.
ABTS c¢ozeltisi bir su banyosu i¢inde 30°C'de inkiibe edilmis ve 5 mmol L™ fosfat-
tamponu kullanilarak 730 nm'de 0.7+0.02'lik bir absorbansta seyreltilmistir. 1ml ABTS
ve 100 pl ekstre karistirilip 1 dakika vortekslendikten sonra karigimin absorbans degeri

okunmustur.

3.3.5. Lipid peroksidasyon aktivitesinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in 0.5 g yaprak alimarak 5 mL %5’lik TCA i¢inde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenat 10.000 x g‘de 15 dakika santrifuj edilir. TUpin
siipernatant kismindan 4 mL alinarak tizerine 1 mL %0.5’lik TBA c¢ozeltisi ilave edilir.
Reaksiyon karigimi kaynar suda 30 dakika inkiibe edilir ve reaksiyon tiiplerin buz
banyosuna alinmasiyla durdurulur. Ornekler tekrar 10000 x g‘de 10 dakika santrifij
edilir. Siipernatant kismi1 alinarak absorbansi 532 nm de okunur ve daha sonra 600 nm

deki non-spesifik absorbsiyon i¢in absorbans degeri belirlenir.

Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de 6l¢iilen absorbans degerinden 600
nm’de belirlenen degeri ¢ikarilir ve 1 ml c¢ozeltideki MDA (nmol/g): [(A532-
A600)/155000] x 10° formiiliiyle hesaplanir. Sonuglar MDA (nmol/gram doku) seklinde
verilir (Frohnnmeyer and Staiger 2003).

3.3.6. Marul fidelerinde hidrojen peroksit (H,O,) miktarimin belirlenmesi

Hidrojen peroksit (H20,) miktarinin belirlenmesi igin; 0.5 gram yaprak alinarak 5 mL
soguk %0.1 TCA iginde homojenize edildikten sonra homojenat 10.000 x g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra elde edilen siipernatantin 0.5 mL’si, sirasiyla 0.5

mL 10 mM KH3PO4 (pH: 7.0) tamponundan ve 1 mL KI eklenmistir. Absorbans degeri
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390 nm’de o6l¢iiliip kaydedilmistir. Sonuglar standart grafikle oranlanarak g doku basina
diisen H,O, miktar1 (umolg™ doku) olarak hesaplanmistir (Velikova et al. 2000).

Standart grafigi hazirlamak i¢cin H,O; ¢ozeltisinden eppendorf tiiplerine sirasiyla 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16 ve 18 mikrogram H,0, olacak sekilde hesaplanarak konulmustur.
Tipiin hacmi 1 mL olacak sekilde 10 mM KH,PO, (pH: 7.0) tamponu ile
tamamlanmistir. Daha sonra her tiipe 1 mL KI ilave edilmistir. Absorbans degerleri 390
nm’de kore karst okunmustur. Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram H,O,

degerleri kullanarak standart grafik elde edilmistir (Sekil 3.1.).

0,18 -
0,144 -
0,108 -

0,072 ~

Absorbans (390 nm)

0,036 -

O T T T T T T T T T 1
0 3,6 7,2 10,8 14,4 18 216 252 288 324 36

H,O, miktar1 (ngram)

Sekil 3.1. Hidrojen peroksit (H,0,) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.7. Marul fidelerinde stperoksit radikali (O,") miktarinin belirlenmesi

0.5 g marul yaprag: sivi azot ile ogiitiildiikkten sonra 2 mL 65 mM (pH: 7.8) fosfat
tamponu ile homojenize edilmis ve homojenat 5000 x g’de 10 dk. ve + 4°C de santrif(j
edilmigtir. Stipernatantan 1 mL, 10 mM hydroxilamin’den 0.1 mL ve aym fosfat
tamponundan 0.9 mL alimip 25°C’de 20 dakika inkiibe edilmis, bu karigimdan 1 mL

aliarak Uzerine 1 mL 17 mM aminobenzene stilfonik asit ve 1 mL 17 mM 1-naftilamin
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eklenmis ve 25°C de 20 dakika inklbe edildikten sonra spektrofotometre de 530 nm’de
ol¢tim yapilmistir. Sonuglar NaNO, standart grafigine gore degerlendirilmistir (Elstner
and Heupel 1976).

3.3.8. Antioksidan enzim ekstraksiyonu

Enzimlerin ekstraksiyonu i¢in, taze bitki yapraklarindan 0,5 g alinarak havan icine
konulup iizerine s1v1 azot ilave edilerek toz haline gelinceye kadar 6giitiilmiistiir. Sonra
tizerine 5 ml soguk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0,1 M
KH2PO4 pH: 7,0) ilave edilmis ve karisim bir santrifiij tiipiine aktarilarak 15000xg ve
+40C’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonucunda elde edilen siipernatant
antioksidan enzimlerin aktivite 6lglimleri icin kaynak olarak kullanilmistir (Angelini
and Federico 1989; Angelini et al. 1990).

3.3.8.a. Superoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) superoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD
enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme esasina dayanir.
Reaksiyon karisimi (3 mL); 50 mM KH,PQO, (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT,
13 pM riboflavin ve 0.1 mM EDTA icermektedir. Aktivite 6lcimi igin 3 mL
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin igermeyen reaksiyon karigimdan 2,58
mL alinmis ve iizerine 30 uL enzim ekstrakti pipetlenmistir. Reaksiyon, tiip tizerine 13
uM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 390 uL pipetlenip karistirildiktan hemen sonra, beyaz
bir 151k kaynagi Oniine yerlestirmek suretiyle baslatilmistir. Tiip, 151k kaynaginin
karsisinda 15 dk. tutulmus ve reaksiyon 1s1k kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur.
15 dk. igerisinde NBT’nin renk acilma yogunlugu 560 nm’de kore karsi okunmustur.
Kor; ayn1 iglemin enzimsiz 6rneginden olugmaktadir. SOD aktivitesinin 1 {initesi, 560
nm’de gozlenen NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1
enzim {nitesi olarak kabul edilmis ve degerler EU/g yaprak olarak sunulmustur

(Agarwal and Pandey 2004).
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3.3.8.b. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki azaliga bagli olarak belirlenir
(Mittler 2002; Van Breusegem et al. 2008). Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat
tamponu (ph: 7.0), 250 uM askorbik asit (ASC), 5 mM H,0; ve 20 uL enzim ekstrakti
iceren 1 mL’lik reaksiyon karigiminin 6l¢iilmesiyle belirlenir. Askorbat peroksidaz
aktivitesi 290 nm’de ASC icin 2.8 mM™cm™ epsilon katsayismm kullanilmasiyla

hesaplanir.

3.3.8.c. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini icin Yanarelli et al. (2006) uyguladigi metot kullanilir.
Bu metot, katalazin ortamdaki HO;’nin oksijen ve suya doniisiimiinii saglarken

meydana gelen absorbans degisiminin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir.

Once reaksiyonda azalan H,O, miktarini belirlemek igin standart grafik hazirlanr.
Standart grafik hazirlamak i¢in, 5 mM H,O; cozeltisinden 3 mL'lik spektrofotometre
tiiplerine sirasiyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 mL konulmus,
tdplerin hacimleri saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanmis ve her tiipe 1.47 mL 103.5 mM
KH,PO,4 ve 30 pL su ilave edilmistir. Spektrofotometrede 240 nm’de absorbans kore
kars1 okunmus ve absorbans degerlerine karsilik gelen pM H;0, degerleri kullanarak
standart grafik elde edilmistir (Sekil 3.2.). Aktivite ol¢imd icin 3 mL’lik
spektrofotometre kivetine, 103 mM KH,PO, tamponundan 1.475 mL ve 40 mM‘lik
H,0, substrat ¢ozeltisinden 1.5 mL konulduktan sonra, 25 puL enzim ekstrakti ilave
edilmistir. Spektrofotometrede 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika araliklarla kore
kars1 absorbansi okunmus ve absorbansin dogrusal olarak azaldigi araliktan dakika
basina absorbans azalmasi hesaplanmistir. Bu ortalama absorbans degerleri, standart
grafik yardimiyla pmol cinsinden H,O, miktarina doniistiiriilmiistiir. 25°C’de, 1 dakika
icinde, absorbansi 1 pmol azaltan enzim miktar1 1 enzim {initesi olarak kabul edilmis ve

sonuclar g yaprak bagina diisen enzim iinitesi (EU/g yaprak) olarak sunulmustur.
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Sekil 3.2. Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan standart grafik

3.3.9. Marul fidelerinde askorbik asit ve tokoferol miktarinin belirlenmesi

Marul yapraklarinin askorbik asit igeriginin belirlenmesinde Abdulnabi et al. (1997)
metodunun modifiye edilmis versiyonu kullanilmigir. Bu amagla, 10 g yaprak dokusu
0.3 M meta-fosforik asit ve 1.4 M asetik asit igerisinde homojenize edilmis ve
aliminyum folyo ile sarilmig konik bir tiipe aktarilmis, homojenat oda sicakliginda
12.000g de 10 dakika santrifiij edilmistir. Karisim filtre kagidindan (Whatman No. 1)

stizuldukten sonra askorbik asit miktari ters faz HPLC teknigi yolu ile belirlenmistir.

Tokoferol miktarinin belirlenmesi i¢in bir ekstraksiyon tiipline 4-5 g marul yapragi
konulmus, {iizerine pirogallol (%6 m/v) iceren 20 ml etanol eklendikten sonra
topaklanmay1 Onlemek amaciyla tiip iyice calkalanmistir. 10 dakikalik sonikasyon
isleminin ardindan, %60 oraninda potasyum hidroksit iceren 5 ml deiyonize su tlpe
ilave edilmistir. Ekstraksiyon tupunden 1 dakika boyunca azot gazi gegirildikten sonra
hava kondensatériine baglanmistir. Ornekler 70°C’ye ayarli su banyosunda 30 dakika
calkalanarak bilesenlerine ayrilmistir. 10 dakikalik sonikasyon isleminden sonra buz

banyosunda sogutulmustur. Her bir tlpe 20 mL %2 lik sodyum klorur c¢ozeltisi ilave
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edilmistir. Yaglanmis karisim yilizde 0.05°lik BHT iceren 10 mL’lik ekstraksiyon
solventi (Hekzan etil asetat 85:15 V/V) ile iki kere ekstrakte edilmis ve 50 mL’lik
tiiplere konulmustur. Hacim ekstraksiyon solventi ile 50 mL’ye tamamlanmistir. Sonra
0,45 mm’lik naylon membran filtresi kullanilarak filtre edilmistir. 1 mL’lik 6rnekler
Azot gazi1 altinda evapore edilmis sonra uygun konsantrasyonda alinarak HPLC cihazi

ile analizi yapilmistir (Lee et al. 2000).

3.3.10. Marul fidelerinde bazi fenolik maddelerin belirlenmesi

Marul yapraklarindaki fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu igin Nicolle et al. (2004)
tarafindan tanimlanan protokol modifiye edilerek kullamlmistir. Ik olarak sivi azot
kullanilarak 6giitiilmiis 1 g marul yaprag: 1 dakika i¢in 80°C’de 50 mL %70’lik metanol
ile yikanmis, sonra 1 saat oda sicakliginda karistirilmis ve filtre kagidindan (Whatman
No. 1) stzulmistiir. 25 mL ekstakt bir evaporator kulanilarak 50°C’de kurutulmus ve
tekrar 5 ml %70’lik metanolde ¢oziindiiriilmiistiir. HPLC analizleri 6ncesi konsantre
soliisyon 0.45 pum filtreli membran kullanilarak filtre edilmistir. Daha sonra 5 puL ekste
bir pompa, bir UV/Vis dedektor, bir otomatik ornekleyici ve bir toplayiciya sahip
HPLC sistemine enjekte edilmistir. Her bir fenolik bilesik bir guard kolonlu kolon
kullanilarak 60°C’de ekstreden ayrilmigtir. Numune 1.8 mL min™ akis oranh ¢oziicii A
[H,0/ CH,COOH (338/1, v/v)] ve ¢ozicu B [H,0/C,H,,0/CH;COOH (330/ 8/1, viviv)]
ile ¢coziilmiistiir. Daha sonra ekstreden elde edilen pikler standart bilesiklerle mukayese
edilerek fenolik bilesiklerin miktar1 belirlenmistir. Kullanilan standartlar (5 mg/100 ml):
klorojenik, izoklorojenik, phaseolik asit (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA), kafeik
asit (Sigma—-Aldrich, St. Louis, MO, USA), quercetin-3-O-glucoside, quercetin-3-O-
glucuronide, quercetin-3-O-galactoside and quercetin-3-O-(6-malonyl)-glucoside
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), kikorik asit (Chemical Co., Inc., Hillsborough,
NJ, USA), ve luteolin-7-O-glucoside (Indofine Chemical Co., Inc., Hillsborough, NJ,
USA).
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3.3.11. PAL enzim aktivitesinin belirlenmesi

PAL enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in 1 g bitki yapragi SmM p-merkaptoetanol ve
%4 (w/v) polivinilpolipirolidon iceren 4 mL 50 mM Tris-HCIl (pH 8.8) tamponu
icerisinde 4°C’de homojenize edilmistir. Homojenat 10 dakika i¢in 10000x%g’de
santrifiij edilmis ve siipernatant alinarak enzim aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilmistir. Reaksiyon karisimi i¢in 2.75 ml 50 mM L-fenilalanin i¢ceren 50 mM Tris-
HCI (pH 8.8) ve 250 pL siipernatant kullanilmistir. Reaksiyon karigimi 37°C’de 1 saat
siiresince inkiibe edilmis ve %10 TCA ile reaksiyon durdurulmustur. Reaksiyon
karisimi 5 dakika i¢in 10000xg’de santrifiij edilmis ve PAL aktivitesi spektrofotometrik
olarak (Azgo) belirlenmistir. Bir Unite enzim aktivitesi 0.01 min absorbans artisina
neden olan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. PAL aktivitesi gram taze agirlik basina

enzim tiinitesi olarak kaydedilmistir (Ug'1 FW).

3.3.12.Gen ekspresyonu ¢alismalari

Real Time PCR’da kalip olarak kullanilacak cDNA orneklerini elde etmek igin
yapraklardan RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilmistir.

Siv1 azot igerisinde ezilen yaprak oOrnekleri (yaklasik 100 mg) ependorf tiipiine
aktarilmis ve s1v1 azotun ugmasi beklenmistir. Ornekler erimeden 450 pL RLT tamponu
eklenmis (5 pL merkaptoetanol ilave edilmis) ve vorteks yapilarak, 6rnekler 56°C’de 3
dakika su banyosunda inkiibe edilmistir. Elde edilen karisim lila kolon bulunduran

toplama tiipiline aktarilmis ve 2 dakika 15.000 x g’de santrifiij edilmistir.

Olusan siipernatant c¢okeltiye (pellet) dokunulmadan yeni bir ependorfa alinmis,
icerisine kendi hacminin yaris1 kadar %96’lik etanol eklenmis ve hemen pipetaj
yapilmigtir. Beklenmeden numune (yaklasik 650 plL) pembe renkli kolon barindiran

toplama tiipiine aktarilmig, 15 saniye 12.000 x g’de santriflij edilmis, alttaki sivi
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atilmisgtir. Bu asamadan sonra DNA kirliliginden kurtulmak ig¢in On-column DNase

Digestion kiti (Sigma, Almanya) uygulanmigtir.

Elimizdeki pembe renkli kolona 350 uLL RW1 tamponu eklenmis ve 15 sn 12.000 x g’de
santrifiij edilip, alttaki siv1 atilarak kolon dikkatlice yerine yerlestirilmistir. 10 pL
DNase |, 70 pL RDD tamponundan olusan 80 pL’lik DNase stok soliisyonu kolona
eklenmis ve 20-30°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 350 uL RW1 tamponu
eklenerek 15 sn 12000 x g’de santrifiij edilmis, alttaki sivi atilarak kolon dikkatlice
yerine yerlestirilmistir. Bu asamadan sonra protokole geri dontilmiistiir. Kolona 500 pL
RPE tamponu eklenerek ve 15 sn 12.000 x g’de santriflij edilmistir. Kolon yeni bir
toplama tiipiine gegcirilerek 15.000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmis, etanolden
uzaklastirma isleminden sonra kolon 1.5 mL’lik yeni bir toplama tiipline dikkatlice
yerlestirilerek, 30 uLL RNaz’lardan arindirilmis su, tam kolonun zarina gelecek sekilde
eklenerek ve 5 dakika inkibe edildikten sonra 12.000 x g’de 1 dakika santrifij
edilmistir. Total RNA’nin saflig1 ve yogunlugu agaroz jel elektroforezi yapilmasindan
sonra 260/280 nm de absorbansi Olgiilerek belirlenmis ve Ornekler -80°C’de

saklanmustir.

3.3.12.a. RNA’nin kantitatif tayini

Total RNA’nin kantitatif tayini i¢in nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific
Multiskan Go) kullanilmustir. Ornekler *Drop™ plate (Cat No:12391)’e 2 pL yiikleme

yapilarak okunmustur.

3.3.12.b. cDNA sentezi

cDNA orneklerini elde etmek igin RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas Katalog No: K1622) kullanilmistir. cDNA sentezi i¢in hesaplanan RNA
PCR tiipiine konulup tizerine 1 puL oligo (dT) primer eklenmistir. Toplam hacim 12 pL
olana kadar ise niikleaz-free su eklenmistir. Hafif bir santrifiijden sonra PCR cihazinda

cDNA programinda 65°C’de 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra herbir tiip igine 4 pL
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5% reaction buffer, 1 pL ribolock RNase inhibit6r (20U/pL), 2 uL 10 mM dNTP mix,
1uL revertaid M-MuLV RT (200 U/pL) eklenerek toplam hacim 20 pL’ye
tamamlanmistir. Tiipler cihaza yerlestirilerek 42°C’de 60 dakika, 70°C’de ise 5 dakika
tutulmustur. Elde edilen cDNA 6rnekleri ¢alisilincaya kadar -20°C’de stoklanmaistir.

3.3.12.c. Real time PCR uygulamalar:

cDNA elde edildikten sonra ilgili genlerin kantitatif tayininde Real-time PCR
kullanilmistir. Bu amagla Quantitect SYBR Green kit kullanilarak tiretici firma
tarafindan oOnerilen protokol dogrultusunda RT-PCR reaksiyonlar1 yapilmistir (PCR
dongusu: 95°C 10 dakika, 40 dongii olacak sekilde (95°C 10 saniye, 52°C 15 saniye,
72°C 20 saniye) ve 72°C 5 dakika). RT-PCR reaksiyonlari i¢in gene spesifik primerler
(Cizelge 3.1) SYBR Green ile isaretleme yapilarak gen ekspresyonu kantitatif olarak

olarak belirlenmistir. Referans gen olarak aktin geni kullanilmistir.

Cizelge 3.1. RT-PCR ig¢in kullanilacak spesifik primerler

- ACGAAATGGACCGTTACAG TTCCCTCTCGATCATTTTGG
- TGTTGACGCAATACCACCAC GCCATTGTCATCGGAGGAAC

- AGCAACTGGGATGACATGGA GGGTTGAGAGGTGCCTCAGT

3.3.13. Gen ekspresyonu hesaplamalari

Gen ekspreseyonu hesaplamalari, AACt degeri ve gen ekspresyonunda meydana gelen
degisimlerin grafiksel analizi i¢in online Qiagen Data Analiz Merkezi’nden (Qiagen

data analysis center) elde edilen veriler kullanilmistir.



30

3.3.14. istatistiksel analiz

Sonuglar, her bir uygulamadan tg¢ 6rnek (3 paralel) ve her bir 6rnekten 3 tekerrir
yapildiktan sonra elde edilen 9 degerin ortalamasidir. Sonuglarin hesaplamasinda, SPSS
20.0 paket programi kullanilmis ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilmstir.
Istatistik anlamlar, p<0.05 hata seviyesinde Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi

kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Arastirmamizda kullanilan hlimik asit konsantrasyonlari literatiir verilerinden ve yapilan
on ¢alismalardan elde edilen verilere gére 10 mg/L (HA 1) ve 20 mg/L (HA I1) ve 30
mg/L (HA III) olarak belirlenmistir. UV-B radyasyonu dozu ve siiresi ise hem yapilan
0n deneylerden hem de (Tossi et al. 2011; Tossi et al. 2012; Lee et al. 2013) tarafindan
Onerilen veriler dogrultusunda secilmistir. Uzun siireli ve yiiksek dozlarda UV-B
uygulamasi marul yapraklarinda morfolojik hasara ve yaniklara neden oldugundan
calismamizda UV-B uygulama siresi 12 saat UV-B dozu 3.3W m™ olarak

belirlenmistir.

4.1. UV-B Radyasyonu ve Farkh Dozlarda HA Uygulamalarinin Marul
Fidelerindeki Toplam Fenolik Madde, Toplam Floavonoid Miktar: ve Antioksidan
Kapasite Uzerine Etkisi

Marul fidelerinin toplam fenolik madde, toplam flavonoid igerigi ve antioksidan
kapasitesi kontrol ile mukayese edildiginde hem HA uygulama gruplarinda hem de UV-
B uygulama gruplarinda artmustir (Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3). UV-B ile birlikte yapraklara
uygulanan farkli konsantrasyonlardaki hiimik asit ise kontrol grubuna goére toplam
fenolik madde, toplam flavonoid igerigini ve antioksidan kapasiteyi dnemli Olciide

artirmistir (p<0.05).
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Sekil 4.1. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda toplam
fenolik madde miktarindaki degisim
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Sekil 4.2. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda toplam
flavonoid miktarindaki degisim
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Sekil 4.3. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda
antioksidan kapasitedeki degisim

4.2. UV-B Radyasyonu ve Farkh Dozlarda HA Uygulamalarinin Marul
Fidelerindeki Malondialdehit (MDA), Hidrojen Peroksit (H,O,) ve Superoksit
radikali (O,") Miktan1 Uzerine EtKisi

Kontrol ile kiyaslandiginda tek basina marul fidelerine uygulanan HA marul fidelerinde
MDA, H,0;ve O, seviyesini onemli oranda degistirmemistir (Sekil 4.4, 4.5). Fidelere
tek basina uygulanan UV-B MDA, H,;0; ve O," miktarlarin1 olduk¢a biiyiik oranda
artirmig, tek basmma UV-B uygulamasi ile mukayese edildiginde UV-B ile birlikte
uygulanan himik asit ise marul fidelerindeki MDA, H,O, ve O," miktarin1 6nemli

Olciide diistirmiistiir.
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Sekil 4.4. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda MDA
miktarindaki degisim
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Sekil 4.5. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda H,O, ve
O, miktarindaki degisim
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4.3. UV-B Radyasyonu ve Farkhh Dozlarda HA Uygulamalarinin Marul
Fidelerindeki Bazi Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine EtKisi

Marul fidelerinde antioksidan enzim aktiviteleri UV-B, HA ve UV-B+HA
uygulamalarindan 6nemli 6l¢iide etkilenmistir. Sekil 4.6’da goriildiigii gibi kontrol
grubuna kiyasla HA I, HA 1l ve HA Ill uygulamalar1 OSlgiilen tiim antioksidan
enzimlerin aktivitelerini 6nemli 6l¢iide artirirken, UV-B ile birlikte uygulanan farkli HA
konsantrasyonlar1 kontrole gore tiim enzimlerin aktivitelerini daha fazla artirmistir.
Kontrol il kiyaslandiginda marul fidelerine tek basina uygulanan UV-B radyasyonu

fidelerde Olgiilen tiim antioksidan enzimlerin konsantrasyonlarini artirmistir.
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Sekil 4.6. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda SOD,
CAT ve APX enzim aktivitelerindeki degisimler
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4.4. UV-B Radyasyonu ve Farkhh Dozlarda HA Uygulamalarinin Marul
Fidelerindeki Askorbik Asit ve Tokoferol Miktar1 Uzerine Etkisi

Kontrol ile mukayese edildiginde marul fidelerine uygulanan farkli dozlardaki HA
konsantrasyonlarininin askorbik asit ve tokoferol miktarin1 6nemli oranda artirdig
belirlenmistir (Sekil 4.7, Sekil 4.8). Yine fidelere uygulanan UV-B bu vitaminlerin
konsantrasyonlarinda kontrole gore artis meydana getirmistir. UV-B ile birlikte fidelere
uygulanan farkli konsantrasyonlardaki HA ise askorbik asit ve tokoferol miktarini

kontrole gore yaklasik 2,5 kat artirmistir.
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Sekil 4.7. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda askorbik
asit miktari
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Sekil 4.8. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda tokoferol
miktari

4.5. UV-B Radyasyonu ve Farkhh Dozlarda HA Uygulamalarinin Marul
Fidelerindeki Baz1 Fenolik Maddelerin Degisimi Uzerine EtkKisi

Kontrol ile kiyaslandiginda marul fidelerine uygulanan UV-B ve farkh
konsantrasyonlardaki HA  Sekil 4.9-4.12°de  verilen fenolik  maddelerin
konsantrasyonlarmi dnemli dlgiide artirmistir. Ornegin fidelere uygulanan HA 111+UV-
B fenolik maddelerden klorojenik asit, izoklorojenik asit, kafeik asit, kikorik asit ve

kuersetin-3-0 glukronitin miktarlarini konrole gore yaklasik 2 kat artirmistir.
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—o—Kklorojenik asit
== Kikorik asit

Sekil 4.9. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda
klorojenik ve kikorik asit miktarlarindaki degisim
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Sekil 4.10. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda kafeik
asit miktarindaki degisim
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Sekil 4.11. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda bazi

fenolik maddelerin miktarindaki degisim
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Uygulama Gruplari

Sekil 4.12. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda bazi

fenolik maddelerin miktarindaki degisim
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4.6. UV-B Radyasyonu ve Farkh Dozlarda HA Uygulamalarinin Marul
Fidelerindeki PAL Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi

Marul fidelerine uygulanan UV-B ve HA PAL enzim aktivitesinde 6nemli oranda artig
meydana getirmistir (Sekil 4.13). UV-B ile birlikte yapaklara uygulanan HA 11I, PAL

enzim aktivitesini kontrole gore yaklagik 2 kat artirmistir.
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Sekil 4.13. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda PAL
enziminin aktivitesindeki degisim

4.7. UV-B Radyasyonu ve Farkhh Dozlarda HA Uygulamalarinin Marul
Fidelerindeki PAL ve y-TMT Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Kantitatif RT-PCR; marul yapraklarinda fenolik bilesikler ve vitamin E’nin de
aralarinda bulundugu antioksidanlarin biyosentez yollarinin aktivasyon gostergesi olan
fenil alanin amonyak liyaz (PAL) ve vy-tokoferol metiltransferaz (y-TMT) gen
ekspresyonunu Olgmek icin kullanilmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda tek bagsina
fidelere uygulanan UV-B yada HA, PAL ve y-TMT mRNA ekspresyonunu 6nemli
oranda artirmazken (Sekil 4.14-4.23) HA ve UV-B fidelere birlikte uygulandigi zaman

her iki genin ekspresyonu énemli 6lglde artmistir (p<0.05).
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Sekil 4.14. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda PAL
geninin ifadesindeki degisim

(Grup 1=HA I, Grup 2=UV-B, Grup 3=HA I+UV-B, Grup 4=HA I1l, Grp 5= HA I1+UV-B, Grup 6=HA
111, Grup 7= HA 111+UV-B)

| camaTMT

Sekil 4.15. HA ve UV-B uygulamasindan sonra marul fidelerinin yapraklarinda y-TMT
geninin ifadesindeki degisim

(Grup 1=HA 1, Grup 2=UV-B, Grup 3=HA I+UV-B, Grup 4=HA I1l, Grp 5= HA II+UV-B, Grup 6=HA
111, Grup 7= HA 111+UV-B)
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Sekil 4.16. Marul fidelerinde PAL ve y-TMT gen ekspresyonlarindaki degisim

Logl0 (Normalized Expression Group 1)

Logl0 (Normalized Expressio

Upregulaied @ Unchanged @ [

n Control Group)

)ownregulat ed

Sekil 4.17. Kontrol ve HA T arasinda PAL ve y-TMT gen ekspresyonu degisimi
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Sekil 4.18. Kontrol ve UV-B arasinda PAL ve y-TMT gen ekspresyonu degisimi
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Sekil 4.19. Kontrol ve HA 1+UV-B arasinda PAL ve y-TMT gen ekspresyonu degisimi
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Sekil 4.20.

Log10 (Normalized Expression Group 5)

Sekil 4.21.
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Kontrol ve HA 1II arasinda PAL ve y-TMT gen ekspresyonu degisimi

Group 5 vs. Control Group

Logl0 (Normalized Expression Control Group)
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Kontrol ve HA 11+UV-B arasinda PAL ve y-TMT gen ekspresyonu degisimi
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Sekil 4.22. Kontrol ve HA III arasinda PAL ve y-TMT gen ekspresyonu degisimi
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Sekil 4.23. Kontrol ve HA [11+UV-B arasinda PAL ve y-TMT gen ekspresyonu

degisimi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler ¢esitli ¢cevresel streslere maruz kaldiklarinda reaktif oksijen tiirevlerinin tiretimi
ve antioksidanlarin aktivitesi arasindaki denge bozulur ve bu durum oksidatif hasara
neden olur. Cok sayidaki ¢alismada UV-B stresinin bitki hiicrelerinde oksidatif hasara
neden olan ROT olusumunu tesvik ettigi belirtilmistir (Sarkar et al. 2011; Zlatev et al.
2012; Liu et al. 2012). ROT vyiksek derecede reaktiftir ve etkili koruma
mekanizmalarinin yoklugunda niikleik asitler, proteinler, lipidler ve ¢esitli pigmentlerde
oksidatif hasar olusturarak normal bitki metabolizmasin1 bozmaktadir. Ote yandan, lipid
peroksidasyonu, hiicre ve organel membranlarinin fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis
yag asitlerinin oksidasyonuna sebep olarak membranlarin lipid yapisini1 degistiren,
boylece hiicrelerin yapr ve fonksiyonlarini bozan bir olaydir. Lipid peroksidasyonunun
son tirini MDA oldugu i¢cin MDA konsantrasyonunun 0lgiilmesi zarlardaki
doniistimsiiz hasarin belirlenmesinde kullanilan iyi bir indikatordiir. Arastirmamizda
marul fidelerine uygulanan UV-B, yapraklardaki ROT (H,0, ve O,") ve MDA miktarini
onemli Olgiide artirmistir (p<0.05). UV-B stresi altindaki marul yapraklarinda olusan
MDA miktarindaki artis, UV-B stresinden olumsuz olarak etkilenen solunum ve
fotosentezdeki elektron tasima sisteminde elektron kagaklarinin artmasi ve bunun
sonucu olusan ROT miktarindaki artisa baglanabilir.  Yapraklara UV-B
uygulanmasindan 30 gin o©nce uygulanan HA ROT tdrevleri ve MDA
konsantrasyonlarinda diisiise neden olmustur. Calismamiz sonucunda elde edilen bu
veriler UV-B veya diger gevresel stres sartlar1 altinda marul yapraklarinda belirlenen ve
Santacruz et al. (2010), Tian and Lei (2007), Liu et al. (2012), Xu et al. (2014),
tarafindan rapor edilen verilerle ortiismektedir. Yine Todorova et al. (2011), UV-B’nin
tritikale bitkisinde MDA igerigini énemli oranda artirdigini, bitkilere 3 gin 6nceden
uygulanan HA’nin MDA miktarin1 6nemli 6l¢iide azalttigini rapor etmistir. Buna
ilaveten Sarkar et al. (2011) HA’nin tuz stresi altindaki arpa yapraklarinda ROT
olusumunu azalttigin1 kaydetmistir. Yine Garcia et al. (2014) su stresi altindaki piring
fidelerine disardan uygulanan HA’nin ROT miktarii azalttigin1 bildirmistir. UV-B
dogrudan ROT iiretmez ancak antioksidan savunma sistemini etkilemek ve lipid

peroksidasyonunu tesvik edip bitkilerde MDA miktarin1 artirmak yoluyla oksidatif
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strese neden olmaktadir. Marul fidelerine UV-B uygulamasindan 6nce uygulanan HA,
H,0;, ve Oy birikimini azaltip ve MDA miktarin1 diisiirerek muhtemel hiicre yapisini

degistirmekte ve oksidatif hasardan hiicre membranlarini korumaktadir.

Cesitli stres kosullar1 altinda, bitkilerde enzimatik ve non-enzimatik molekillerden
olusan antioksidan sistemin onemli rol oynadigi bilinmektedir. Enzimatik savunma
sistemi SOD, POD, APX, CAT ve GR gibi antioksidan enzimlerden olusurken,
enzimatik olmayan savunma sistemi askorbik asit, tokoferol, flavonoidler,
karotenoidler, antosiyaninler gibi c¢esitli bilesiklerden olusur (Choi et al. 2002).
Antioksidan enzimleri kodlayan genlerin transkripsiyonuda stres kosullarinda
artmaktadir. Stres kosullarinda olusan ROT’ne kars1 ilk harekete gecen antioksidan
enzim SOD’dir. SOD siiperoksit radikalinin H,O, ve molekiiler oksijene doniistimiinii
katalizler. H,O, demir ve bakir gibi metallerle reaksiyona girerek hiicreler i¢in ¢ok daha
zararli olan *OH olusumunu sagladigindan hemen suya pargcalanmasi gerekir. Bu
nedenle SOD tarafindan olusturulan H,0O, antioksidan savunma hattinin diger enzimleri

olan CAT ve APX tarafindan suya detoksifiye edilir.

Calismamizda marul yapraklarina yalniz uygulanan 3.3 mV?2 UV-B'nin SOD, APX,
CAT aktivitesini artirdig1 tespit edilmistir. Balakumar et al. (1997) UV-B radyasyonuna
maruz kalan domateste katalaz aktivitesinin arttigini rapor etmistir. Yine SOD ve APX
gibi enzimlerin aktivitelerinde UV-B uygulamasina bagl olarak artigin oldugu aygigegi
(Yanarelli et al. 2006), salatalik (Rybus-Zajac and Kubis 2010) ve soya (Choudhary and
Agrawal 2014) gibi bitkilerde gosterilmistir. Antioksidan enzim miktarlarinda UV-B
uygulamasina bagli artis ROT artisindan kaynaklanmaktadir. Ote yandan kontrol grubu
ile veya yalmiz UV-B ile kiyaslandiginda yapraklara UV-B uygulamasindan 30 gln
once uygulanan HA’nin 6lculen antioksidan enzimlerin aktivitesini daha fazla artirdig:
belirlenmistir. Bir blylme dlzenleyicisi olarak farkli konsantrasyonlarda kullanilan
HA’nm bitki biliylimesini tegvik ettigi, hormon seviyesini diizenledigi ve strese toleransi
artirdig1 bir ¢ok ¢alismada rapor edilmistir (Nardi et al. 2002; Cimrin et al. 2010; Garcia
et al. 2014). HA uygulamasina bagl olarak APX ve CAT aktivitesinde meydana gelen

artigin hiicrelerde H,0, seviyesini azalttigi, kloroplast icerisinde Calvin dongusiinde yer
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alan bazi enzimler H,O,’ye son derece hassas oldugu i¢in CO, fiksasyonunu ve
membranlarin stabilitesini artirdigi kaydedilmistir (Lotfi et al. 2015). Yine bitkilere
disardan uygulanan HA’nin ¢esitli stres kosullar1 altinda antioksidan enzimlerin
aktivitelerini artirdig1 rapor edilmistir (Zhang et al. 2013; Lotfi et al. 2015). Ornegin
Lotfi et al. (2015) su stresi altindaki Brassica napus yapraklarina uygulanan HA’nin
yapraklardaki antioksidan enzimlerin miktarin1 6nemli oranda artirdigini1 kaydetmistir.
Yine kuraklik stresi altindaki Malus robusta fidelerine uygulanan HA’nin antioksidan

enzim aktivitelerini artirdig1 Zhang et al. (2013) tarafindan bildirilmistir.

Kontrol ile mukayese edildiginde yalniz UV-B uygulamasi askorbik asit, tokoferol,
toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve antioksidan kapasiteyi 6nemli oranda
artirmistir. Yine klorojenik asit ve kikorik asit gibi major fenolik bilesiklerin yani sira
kafeik asit, faseolik asit, izoklorojenik asit, luteolin-7- glukronit, kuersetin-3-0
glukronit, kuersetin-3-O-galaktozit, kuersetin-3-O-glukozit, kuersetin-3-O-(6“ malonil)
glukozit gibi minor fenolik bilesiklerin konsantrasyonlar1 uygulanan UV-B ile artis
gOstermistir. Marul yapraklarina UV-B ile birlikte uygulanan HA yapraklardaki
askorbik asit, tokoferol, toplam fenolik madde, toplam flavonoid miktarini, antioksidan
kapasiteyi ve 6l¢iilen major ve mindr fenolik bilesiklerin konsantrasyonlarini tek bagina
UV-B uygulamasina gore daha ¢ok artirmistir. Bitki yapraklarina uygulanan HA nin
zeytin, bugday, misir, papaya gibi bitkilerde gelismeyi ve Urlin verimini olumlu yonde
etkiledigi, klorofil igerigini, fenolik madde miktarini, vitaminlerin konsantrasyonlarini,
makro ve mikro elementlerin birikimini artirdigi bildirilmistir (Jarosova et al. 2016).
Yine tuz stresi altindaki arpa yapraklarinda bazi fenolik maddelerin ve askorbik asit
miktarinin disardan uygulanan HA ile artti@i Jarosova et al. (2016) tarafindan
kaydedilmistir. Calismamizda askorbik asit, tokoferol, toplam fenolik madde, toplam
flavonoid ve antioksidan kapasite arasinda pozitif bir korelasyon belirlenmistir. Bitkiler
UV-B radyasyonu tarafindan olusturulan oksidatif stresi hafifletmek i¢in yapraklarinda
vitaminler, flavonoidler ve fenolik bilesikleri de igeren fitokimyasallarin birikimini
artirmaktadirlar. Bu bilesikler enzimatik olmayan antioksidanlardan olup ROT’larin
siipiiriilmesinde gorev alirlar. Ornegin askorbik asit bitkilerde ROT’lara bagli olarak

meydana gelen hasarin etkilerini en aza indirmede ve Onlemede rol oynayan
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hicrelerdeki en giiclii ve en bol bulunan antioksidandir. a tokoferol ise koroplastlarda y-
tokoferolmetiltransferaz enzimi araciligi ile y-tokoferolden sentezlenen slperoksit
radikali gibi ROT ¢esitlerine kars1 membran kararliliginin korunmasinda kritik dneme
sahip bir molekildir. Bu bilesiklerden bazilar1 hiicrelerde enzimlerin kofaktorii, hiicre
zarlarinda ve kloroplastlarda elektron vericisi olarak da gorev yaparlar. Chappel and
Hahlbrock (1984) UV radyasyonuna karsi savunma mekanizmast olarak bitkilerde
fenolik bilesikler ve pigmenlerin birikiminin arttigini belirtmistir. Cadwell and Britz
(2006) UV-B’nin marul yapraklarinda toplam fenolik madde ve toplam flavonid
miktarmi ve antioksidan kapasiteyi artirdigini tespit etmislerdir. Ote yandan Sarkar et
al. (2011) UV-B stresi altindaki ¢imen tiirlerinde, Yao et al. (2011) UV-B radyasyonuna
maruz kalmis bugday yapraklarinda toplam fenolik madde ve toplam flavonoid miktari
ve antioksidan kapasitenin arttigini belirlemislerdir. UV-B ve UV-B+HA uygulamasina
bagli olarak toplam fenolik madde, toplam flavonoid birikimi ve antioksidan
kapasitedeki artis, fenolik maddelerin ve antioksidanlarin bitki hiicrelerindeki muhtemel
multifonksiyonel rollerine baglanabilir. Fenolik maddeler ve flavonoidler yapraklarda
UV-B radyasyonunu absorplayabilir ya da UV-B tarafindan olusturulan ROT’ni
stpdricu antioksidanlar gibi hareket edebilir. Hatta UV-B stresi altinda lipid
peroksidasyonunu inhibe eden ya da serbest oksijen radikallerini stplren antioksidan
enzim cevabini tesvik edebilir. Ote yandan fenolik maddeler ve flavonoidler genellikle
yapraklarin epidermal bdlgelerinde toplanir ve UV-B stresine kars1 fotosentetik dokulari
korur. UV-B radyasyonuna karsi fenolik madde artisi PAL aktivitesindeki artigtan
kaynaklanabilir. Nitekim marul yapraklarina uygulanan UV-B ve UV-B+HA PAL
enzim aktivitesinde onemli artisa neden olmustur. Bugday (Kovacs et al. 2014) ve soya
(Xu et al. 2008) yapraklarina uygulanan UV-B radyasyonunun PAL enzim aktivitesini
artirdig1 rapor edilmistir. PAL fenilpropanoidlerin biyosentetik yolundaki ilk reaksiyonu
katalizleyen enzimdir ve bitkilerde fenolik maddelerin birikimine neden olur. Kantitatif
RT-PCR analiz sonuglarina gore marul yapraklarindaki PAL ve y-TMT genlerinin
ekspresyonu, uygulanan UV-B ve HA ile artmistir. Calismamizdan da goriildiigii gibi
UV-B stresi marulda fitokimyasallarin biyosentezinde yer alan anahtar genleri aktive
edebilir. Garcia marcias et al. (2007) ve Oh et al. (2010) soguk, sicak, kuraklik, yliksek
151k gibi c¢evresel streslerin marulda antioksidan kapasite, fenolik bilesiklerin miktari,

PAL ve y-TMT genlerinin ekspresyonunu artirdigini rapor etmislerdir. Elde edilen
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sonuclar neticesinde marulda UV-B stresine karsi biriktirilen antioksidanlarin ve
fitokimyasallarin birikiminin hem genetik kontrol hem de biyosentetik yollarin kimyasal

ve fizyolojik kontrolii altinda oldugu soylenebilir.

Sonugclar

UV-B uygulamasiyla artan PAL ve y-TMT genlerinin ifadesinin HA uygulamasiyla
daha fazla artmasi, HA’nin genlerin ifadesini artirmak yoluyla antioksidan molekiillerin
miktarinda artisa neden oldugunu, bdylece reaktif oksijen tiirevlerinin azaltilmasina
katkida bulundugu soylenebilir. Ayrica PAL ve y-TMT genlerinin ifadesindeki artisa
paralel olarak HA, UV-B ve HA+UV-B uygulanmis marul yapraklarinda askorbik asit,
tokoferol, toplam flavonoid miktari, toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan

kapasitenin artirmasi bitkinin strese toleransini artirmaya katki saglamustir.

Zararh reaktif oksijen tiirlerinden olan ve genelde stres sartlarinda miktarlar1 artan H,O,
ve Oy ™*nin UV-B etkisiyle miktar1 artmistir. HA uygulamasiyla ise bu reaktif oksijen
tdrlerinin miktarlar1 azalmistir. Bu durumda HA nin ROT olusumunu azaltmak yoluyla
UV-B’ye toleransi artirdigi sOylenebilir. Yine, tiim stres kosullarinda miktar1 artan ve
stresin bir 6lcltd olarak kullanilan lipid peroksidasyonun UV-B uygulamasiyla artmasi
ve HA uygulamasi ile miktarinin diismesi HA’nin UV-B stresinin yikici etkisini

diistirerek bitkinin stres sartlarina uyumunda etkili oldugu tezini desteklemektedir.

UV-B uygulamasiyla marul yapraklarinda antioksidan enzim aktiviteleri artarken HA
uygulamasi ile bu enzimlerin aktiviteleri daha fazla artirmistir. Bu sonug yapraklara
disardan uygulanan HA’nin antioksidan enzimlerin artigim1 tesvik ederek oksidatif

hasarin engellendigini gostermesi agisindan dnemlidir.

Sonug olarak HA uygulamasinin marulda UV-B hasarini azaltarak bitkinin UV-B

radyasyonuna uyumunu artirdig sdylenebilir.
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