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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ETIYOLE FASULYE (Phaseolus vulgaris L.) FIDELERINDE ANTIOKSIDAN ENZIM
AKTIVITELERININ ve TOTAL FENOLIK BILESIKLERIN INCELENMESI

Biilent AKGUL

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIMDALI

Damisman: Dog. Dr. Lokman OZTURK

Bu calismada, etiyole fasulye fidelerinde antioksidan enzim aktiviteleri, hidrojen peroksit,
malondialdehit ve total fenolik madde miktarlar1 arastirilmistir. Etiyole fidelerde antioksidan
enzim aktiveleri, hidrojen peroksit, malondialdehit ve prolin miktar1 kontrol ve de-etiyole
fidelere gore daha ¢ok artmustir. Total fenolik bilesikler kontrol ve de-etiyole bitkilerde
yiiksek oranda gozlenirken etiyole fidelerde belirlenememistir. Isigin fenolik bilesik sentezini
artirdig1 gozlenmistir.

2010, 42 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan enzimler, etiolasyon, fasulye, fenolik bilesikler



ABSTRACT
Ms Thesis

INVESTIGATIONS OF ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITY
AND TOTAL FENOLIC COMPOUND IN SEEDLINGS OF ETIOLATED
BEAN (Phaseolus vulgaris L.)

Biilent AKGUL

Gaziosmanpasa Universty
Graduate School of Natural and Appliedd Sciences
Departman of Biyology

Supercisor: Assoc. Prof. Dr. Lokman OZTURK

In this study, the antioxidant enzyme activities and the amounts of hydrogen peroxide,
malondialdehyde and total phenolic compounds in seedlings of bean were investigated. It was
seen that the antioxidant enzyme activities, hydrogen peroxide, malondialdehyde, and proline
contents in etiolated seedlings were increased more than both the control and de-etiolated
seedlings. Total fenolic compounds were not determined in etiolated seedlings although they
were found in both control and de-etiolated seedlings. It was observed that the light increased
the synthesis of fenolic compounds in bean seedlings.

2010, 42 pages
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1. GIRIS

Karanlikta biiyliyen fideler agik renkli, anormal derecede uzun, daha zayif ve ince
goriiniimlidiirler. Etiyollesmis biiylime olarak bilinen bu biiylime formu, 1sikta biliyiiyen
daha kisa boylu ve yesil renkli fidelerden belirgin bir farklilik gosterir (Sekil 1.1). Bu
farkliliklar; gévdenin daha fazla uzamasi, apikal ucun ¢engel bigiminde olmasi, zayif
govde yapisina sahip olma ve sarimtirak renkli gévde ve yapraklar olarak siralanabilir.
Bitki metabolizmasinda fotosentez anahtar rol oynar ve fotosentezde de 1s1k hayati
oneme sahiptir. Karanlik ortamda yetisen bitkilerde fotosentez gerceklesmez bitkilerin

biiylime ve gelismesi sirasinda tohumda depo edilen yedek besinler kullanilir.

Etiyole bitkilerden normal goriiniimlii bitkilere doniisiimii baslatmak cok kisa siireli 151k
uygulamasiyla miimkiindiir. Isigin etkisiyle olusan degisiklikler ilk asamada gozle
goriilmese bile 1518a maruz birakildiktan hemen sonra baslar. Etiyole bakla fidelerine
disiik siddetli 151k uygulandiginda, gelismeyle ilgili pek cok degisiklik birkag saat
icinde meydana gelir. Govde uzama miktarinda azalma, ¢engel bigimindeki (egilmis)
apikal ucun dogrulmasi ve pigment sentezi en belirgin degisikliklerdir. De-etiyolasyon
sirasinda, 151k dogrudan enerji kaynagi olmaktan ¢ok, biiyltime tetikleyicisi olarak gérev
yapar. Isik, fidelerin toprak {istii organlarmin gelisimini baglatan sinyaller verir (Symons
ve Reid, 2003). Bu sinyaller fitokrom, kriptokrom gibi 151k algilayicilariyla bitkiler

tarafindan algilanarak gerekli tepkilerin olusmasi saglanur.

Kloroplastlar, mitokondri, peroksizom ve glioksizom gibi oksidasyon tepkimelerinin
oldugu organeller reaktif oksijen tiirlerinin meydana geldigi hiicresel yapilardir.
Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi kuraklik, tuzluluk, 151k ve sicaklik gibi farkl
cevresel faktorlerin etkisiyle tesvik edilir. Bitki bliylime ve gelismesi iizerine ¢evresel
etmenlerin etkisiyle alakali ¢cok sayida arastirma yapilarak, bitkilerin bu etmenlere
verdigi cevaplar incelenmistir. Bitkisel cevaplarin olusmasinda antioksidan enzimlerin
ve antioksidan bilesiklerin ¢ok Onemli rolleri vardir. Antioksidan bilesikler ekstrem
sartlarda olusan radikal karakterdeki molekiilleri yakalarlar ve zararsiz hale
dontstiiriirler. Antioksidan bilesikler flavonlar, antosiyaninler, a-tokoferol, askorbat,

glutatyon ve polifenolik bilesikleri kapsar. Radikal karakterdeki bilesikler hiicre zar



sistemlerini ve makromolekiillerin yapilarini bozarak etkilerini gosterirler. Antioksidan
enzimler; siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz, peroksidaz gibi ¢ok sayida
enzim grubunu igerir. Ayrica, bitki savunma mekanizmasinda fenolik bilesiklerin de

onemli katkilar1 vardir (Parida ve Das, 2005).

Inkernode

'
Sekill.1 Etiyole ve normal fasulye fideleri.

Karanlik periyot bitki i¢in bir stres kaynagidir ve bitki metabolizmasinda 6nemli
degisikliklere sebep olur. Bu ¢alismada ¢imlenme sonrasi karanlikta biiytitiilen (etiyole)
ve karanliktan 1518a ¢ikarilan de-etiyole fasulye fidelerinde strese cevap vermede 6nemli
rolleri olan bazi1 antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve total fenolik bilesik miktarlari

belirlendi.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Cimlenme, Biiyiime ve Gelisme

2.1.1. Tohum Cimlenmesi

Cimlenme, embriyonun uygun sartlar altinda geliserek kokii olusturacak radikulanin ve
govdeyi meydana getirecek plumulanin tohumdan ¢ikmasi olayidir. Genelde tohumlar
hemen ¢imlenmezler. Cesitli i¢ ve dis faktorlerin etkisi ile bir siire uyku halinde
(dormant) kalirlar. Bircok tohum ¢imlenme yetenegini kaybetmeden uzun yillar uyku

(dormansi) halinde kalabilir (Kadioglu ve Kaya, 2005).

Tohumlarin ¢imlenmesinde su, sicaklik, yeteri kadar oksijen ve bazi durumlarda 151k
faktorleri O6nemli rol oynamaktadir. Fizyolojik c¢imlenme, tohumda daha Once
baskilanmis ve durdurulmus metabolizma ve biiylimenin yeniden baglamasidir.
Fizyolojik ¢imlenme, embriyoda hiicre biiyiimesi, hiicre bdliinmesi ve hiicre

faklilagmasi olaylarini i¢ine alir.

Biyokimyasal biiyiime ise ¢imlenmenin baglarinda yer alir. Oksidatif ve biyosentetik
reaksiyonlar, hormonlar1 uyarrr ve enzimlerin de katalizlemesiyle ardisik olarak

biyokimyasal olaylar gerceklesir.

Bir tohumun ¢imlenmesi i¢in basta su almasi gerekir. Su girisinden sonra tohumda
sisme meydana gelir. Suyun embriyo hiicresine girisi ile giberellin (GA) hormonu
aktive olur. Bu hormon embriyoda dnceden mevcut fakat inaktiftir. Ayrica yeniden
giberellin sentezini uyarrr (Sekil 2.1). Giberellinler aktive olarak ve yeniden
sentezlenerek embriyodan endosperme gegerler. Bu hormonlar ¢esitli depo maddelerini
parcalayan hidrolitik enzimlerin sentezini uyarmak suretiyle etkili olur. Amilaz, lipaz,
proteaz, niikleaz enzimleri sirasiyla nigasta, yag, protein ve niikleik asitleri parcalayarak
sitokinin (CK), indol asetik asit (IAA) ve glikoz olusumunu baslatirlar. Sitokinin ve

indol asetik asit hiicre boliinme ve biiylimesini tesvik eder.



Boylece biitiin bu olaylarin ortak sonucu olarak embriyo biiyiimeye ve farklilasmaya
baglar. Kabina sigmaz hale geldiginde embriyonun radikula (kokgiik) kismi kabugu
parcalayarak disar1 c¢ikar. Boylece morfolojik anlamda ¢imlenme gergeklesmis olur

(Kocagaliskan, 2008).

Embriyo Endosperm (Besi doku)

— Amilaz(Nisasta----Glikoz)

» Lipaz(Yag----yag asidi) —

Aktivasyon
H,O —TT— GA ——» GA
Aktlvatsygnu Uyarma
ve sentezi —»Proteaz(Protein----a. asit}—

— Niikleaz(N.asit----Niikleotid)

Embriyo bliylimesi
Hiicre Boliinmesi Stokinin <4—— Adenin

A

Hiicre boliinmesi ¢ IAA <«—— Triptofan & |
Solunum(enerji) Glikoz Glioksilat yolu
Solunum(enerji) <« Glikoz <

Sekil 2.1. Tohumun ¢imlenmesinde meydana gelen biyokimyasal olaylar
(Kocagaliskan, 2008).

2.1.2. Biiyiime ve Gelisme

Biiylime, bitki organlarmin yapilarma yeni maddeler alarak geri doniistimii olmayan
agirlik ve hacim artis1 olarak tanimlanabilir. Gelisme ise farklilasma, organize olma ve
komplekslige gidisle birlikte biiylimeyi de kapsar. Bu yiizden gelisme biiyiimeyi takip
eder. Hiicreler, dnce biiylir daha sonra farklilagarak gorevine uygun bir yap1 kazanir.
Farklilagsma olayi, hiicrelerde genlerin zamana ve sartlara bagl olarak aktivasyonu ve
baskilanmasi ile agiklanmaktadir. Her bitkinin baglangici zigota dayanir. Zigottan

itibaren biiylime ve gelisme olaylar1 zigottaki tasarima gore ardisik olarak cereyan eder



ve bir bitki meydana gelir. Zigot mitoz boliinmeyle ¢ogalarak meristematik 6zellikteki
embriyonik hiicreleri ortaya ¢ikarir. Embriyonik hiicrelerin bazis1 biiyiiyerek farklilasir
ve Once parankima, iletim, destek doku gibi ¢esitli dokular, sonra kok, gévde, yaprak

gibi organlar ve nihayet bir bitki ortaya ¢ikar (Kocagaligkan, 2008).

2.1.3. Isigin Biiyiime ve Gelismeye Etkisi

Isik bitki biiylime ve gelismesi lizerine temel etkiye sahiptir. Tohum ¢imlenmesi, fide
gelismesi, vejetatif sathanin fizyoloji ve morfolojisi, ¢iceklenme ve sirkadyan ritimlerin

kontrolii gibi bir¢ok olayda 15181n etkisi vardir.

Bitki biliyiime ve gelisimi lizerine 15181n etkisi karanliktan 1518a gecis siirecinde daha
belirgindir. Etiyole dikotil fideleri; apikal kancanin biiylimesi, epikotil ve hipokotil
uzamasi ve farklilasmamis kloroplast Onciillerini ihtiva eden bir fenotip sergiler
(Symons ve Reid, 2003). Isiga maruz kalinca fidelerde uzama oraninda belirgin bir
azalma, apikal kancanin acilmasi, gercek yapraklarin biiylimesi ve olgun kloroplastlarin

gelismesini igeren ¢ok sayida fizyolojik degisiklik meydana gelir (Sekil 2.2).

Isigim fotoreseptorler tarafindan algilanmasi iyi bilinirken, fenotipik degisiklikleri
saglayan mekanizmasi ve 151k sinyal iletimindeki bilesiklerin hareketi acik degildir. De-
etiolasyon siiresince 151g1in uyardig1 degisikliklerin pek ¢cofu (gdvde uzamasi) bitki
hormonlar1 tarafindan diizenlenir. Bu nedenle, 151tk ve hormon sinyal metabolik
yollarinin etkilesiminin normal bitki gelisimi i¢in gerekli oldugu da diistiniiliir. Aslinda
bitki hormonlarmnin; bitki biiyiime ve gelismesi iizerine, 151ga aracilik ederek 1s1k sinyal

iletiminde rol oynadig1 diisiiniiliir.

Karanlikta biiyliyen fidelerde COP1 niiklear proteini bulunur. Bu protein, klorofil ve
fotosentezi kontrol eden genlerin ifadesini yani ¢aligmasini onler. Bu sekilde karanlikta
olan fideler daha fazla 151k bulabilmek i¢in uzamaya devam ederler. Kriptokromun
davranisint mavi 1s1k degistirir ve kriptokrom COP1’e baglanir. COP1 geninin

kriptokromla baglanmasi fotosentez genlerinin engellenmesini ortadan kaldirir. Bu



asamadan sonra genler ¢alismaya baglar (Sekil 2.3). Fideler yeni yapraklar ve klorofil

iiretmeye devam ederler (Graham ve ark., 2008).

Giberellin (GA), indol asetik asit (IAA), absisik asit (ABA), sitokinin (CK),
brassinosteroidler (BRs) ve etileni igeren ¢ok sayida hormon de-etiolasyon siiresince

morfolojik degisikliklerin diizenlenmesinde etkili oldugu ifade edilmektedir.

Karanhkta :
Kriptokrom
Klorofil/ fotosentez
- — > genleri ifade
CoPr1 edilmez(¢alismaz)
(Mavi) 1s1kta: Kriptokrom
COP1

Klorofil/ fotosentez
— » —» —» —p genleriifade edilir

Sekil 2.2. Kriptokrom ve COP1 geninin beraber ¢alismasi (Graham ve ark., 2008)



a. Isikta biiviiven fasulveler ! b- De-etivole fasulveler

Sekil 2.3. Deney bitkileri

a- Isikta biiyliyen fasulye fideleri (15 giin 151k)
b- De-etiyole fasulye fideleri (10 giin karanlik + 5 giin 151k)
c- Karanlikta biiyiiyen (etiyole) fasulye fideleri (15 giin)



2.1.4. Hormonlarin Biiyiime ve Gelismeye Etkisi

Bitkisel hormonlarin en Onemli gorevi, biiylime ve gelismeyi diizenli bir sekilde
saglamaktir. Etiyole fidelerde proplastidler kloroplastlar yerine etioplastlara doniisiirler.
Etioplastlar, klorofil ya da kloroplast tilakoyid sisteminin olusumu ve fotosentetik
sistem i¢in gerekli olan enzimlerin ve yapisal proteinlerin cogunu sentezleyemezler.
Fideler 1sikta cimlendiklerinde embriyodaki proplastidler dogrudan kloroplastlara
doniisiir; ancak etiyole fideler isiklandirildiklarinda etioplastlar olgun kloroplastlara

doniisiirler.

Eger etiyole yapraklara 151k verilmeden 6nce sitokinin uygulanirsa, etioplastlar granalari
daha yayginlasan kloroplastlara dontislir. Ayrica klorofil ve fotosentezde yer alan
enzimler daha fazla sentezlenirler. Bu sonuglar, diger faktorlerle birlikte (1s1k, besin ve
biiylime gibi) sitokininin fotosentezde rol oynayan renkli pigmentlerin ve proteinlerin

sentezini diizenledigini gostermektedir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Baslica bitki hormonlar1 oksinler, giberellinler, sitokininler, etilen ve absisik asittir.
Bunlardan ilk ii¢li biiylimeyi tesvik eder, absisik asit biiylimeyi engelleyen bir etki
gosterir.  Etilen ise diisiik konsantrasyonlarda biiylimeyi tesvik ederken yiiksek

konsantrasyonlarda ise bliylimeyi engelleyici etki gosterir.

Oksinler ilk tespit edilen hormon grubudur. Ik once indol asetik asit (IAA)
bulunmustur. TAA triptofandan sentezlenir. G6vde ve dal uglarinda bulunur. Ayrica
tohum ve genc yapraklarda da sentezlenir. Oksin yukaridan asagiya floemle tasinir. [AA
hormonu IAA oksidaz enzimi vasitasiyla inhibe edilir. Oksinler hiicre ceperini
parcalayan seliillaz enziminin sentezini tesvik eder. Bu yolla g¢eper gevsemesini ve

dolayli olarak hiicre biiylime ve farklilasmasinda etkili oldugu bilinmektedir.

Giberellin 80 civarinda farkli tiire sahiptir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilam
giberellik asit olarak bilinen GAj’tiir. Giberellin asetil-KoA’dan sentezlenir. Daha ¢ok

geng yapraklarda ve tohum embriyosunda en fazla sentezlenir. Cimlenen tohumlarda



floemle tasindig1 bilinmekle birlikte gen¢ yapraklardan diger organlara nasil tasindigi
celiskilidir. Giberellinlerin parcalanmasi ¢ok yavastir. Giberellinler hiicrede protein
sentezini arttirmada etkili olurlar bunun yani sira a-amilaz gibi ¢imlenmede rol oynayan
hidrolitik enzimlerin sentezini tesvik ettigi bilinmektedir. En belirgin etkisi boyca

biiylimeyi artirmasidir. Ayrica ¢iceklenmeyi tesvik ederler.

Sitokininlerin sentezi adeninden baslar. Yikimlar:1 sitokinin oksidaz enzimi ile olur.
Tohumlarda, gen¢ yapraklarda ve kok uclarinda bol bulunurlar. Yaprak, cicek, meyve
gibi organlara sitokininlerin kokten tasindigi kabul edilmektedir. Sitokininler mitoz
boliinmeyi tesvik ederek biiyiimeyi artirma, yapraklarda senesensi geciktirme, apikal

dormasinin yikilmasi gibi bir¢ok olayda rol oynarlar (Kocagaliskan, 2008).

2.2. Bitkilerde Stres ve Stresten Korunma Mekanizmasi

Stres, biyotik ve abiyotik faktdrlerin ayri ayr1 ya da birlikte fizyolojik ve biyokimyasal
olaylarda belli degisimleri meydana getirmesi veya organizmada hasar olusturma
kapasitesi olarak tanimlanabilir (Levitt, 1980). Baska bir deyisle, biliyiime, gelisme ve
iretim icin genetik potansiyelin ifadesini olumsuz sekilde etkileyen herhangi bir

cevresel faktorii veya bunlarin etkilesimlerini igermektedir.

Stres durumunda serbest oksijen radikalleri olusur. Bunlar bitkilere zarar verir. Bu
tahribatlardan korunmak i¢in antioksidan sistemler devreye girer. Bunlarin en
onemlileri, vitamin E, vitamin C, glutatyon, karotenoidler (B-karoten, zeaxanthin)’dir
(Karanlik, 2001). Siiperoksit dismiitaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
rediiktaz (GR), katalaz (CAT), peroksidaz (POD), gibi enzimler serbest oksijen
radikallerinin yok edilmesinde en etkin antioksidan enzimler olarak bilinmektedirler

(Cakmak ve Marschner, 1992).

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron iceren
yiiksek oranda reaktif kimyasal tiirlerdir. Cok kolayca baska molekiiller ile elektron

aligverisine giren bu molekiillere “oksidan molekiiller” ya da “reaktif oksijen tiirleri”
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(ROS)’de denmektedir. Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli
etmenlere bagl olarak olusan bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip, diisiik
molekiil agirhikl, kararsiz, kisa omiirlii ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanirlar.
Hiicrelerde meydana gelen serbest oksijen bilesiklerinin sayisi ylizlerce farkli tiir
seklinde ifade edilebilirse de, bunlarin arasinda hidroksil radikali (OH”), hidrojen
peroksit (H,0,), siiperoksit (O,7) ile singlet oksijenin (O,') 6zel vyerleri vardir
(Eryilmaz, 2007).

Stiperoksit radikali (O,”) molekiiler oksijen (O,)’in bir elektron almasiyla olusabilir. Bu
radikaller, yiliklii olduklar1 i¢in hiicre ve organellerin zarlarindan gegemezler, etkilerini
iiretildikleri yerde gosterirler. Stiperoksit anyonu diisilk pH’da kolayca bir proton alarak
kendisinden daha kuvvetli bir oksidan olan perhidroksil radikalini (HOy)
olusturmaktadir. Bu radikal, membranlarda lipit peroksidasyonunu baslatabilmektedir.
Stiperoksit radikalleri ayrica agir metalleri indirgeyerek bagli bulundugu proteinlerden
salinimima neden olmakta, kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozmakta ve bazi metal
iyonlarinin katildig1 hidroksil radikali yapim tepkimelerini (Fenton ve Haber-Weiss)
hizlandirmaktadir. Bu radikal siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile daha az zararli olan

hidrojen peroksit (H,O,) e doniistiiriiliir.

Hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksit (O,”) radikaline bir elektronun eklenmesi
(stiperoksit dismutasyonu) ya da O;’in dogrudan indirgenmesiyle olugmaktadir.
Dismutasyon kendiliginden ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciliyla katalize
edilmektedir. H,O, iiretildigi yerden uzak kisimlara difiizyon yoluyla dagilabilir. H,O,
ozellikle bakir ve demir gibi ge¢is metallerinin varhiginda, hidroksil radikalinin (OH")
onciilii olarak davranir. Bitki hiicrelerinde H,O;’in temizlenmesi oksidan zararin
onlenmesi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. H,O,’in yikimu bitkilerde oncelikle askorbat-
glutatyon dongiisii ve hiicrelerdeki onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve

peroksidaz enzimleri tarafindan gerceklestirilmektedir (Demirci, 2006).

Hidroksil Radikali (OH™)’nin olusumu hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile
gerceklesmektedir. Bu tiir indirgenme Fe ve Cu gibi ge¢is elementlerinin varliginda

Fenton reaksiyonu ile katalizlenmektedir (Esitlik 2.1).
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Fe™ + H,0, — Fe™ + ‘OH + OH" (Fenton reaksiyonu) (2.1)
H,0,+ O, — "OH + O, + OH" (Haber-Weiss reaksiyonu) (2.2)

Haber-Weiss reaksiyonu (Esitlik 2.2) olarak adlandirilan bu tepkime ile olusan ‘OH
miktart; hiicrede tretilen H>O, derigimi ve serbest metal iyonlarmin varligma baglhdir.
Biyolojik sistemlerde bilinen en reaktif tiir olan "OH, su dahil ortamda rastladig1 her
biyomolekiille etkilesime girebilmektedir. Biitiin hiicresel yapilar ‘OH’ in bir hedefi ise
de ozellikle protein, lipit ve niikleik asitler gibi elektronca zengin bilesikler tercihli
hedeflerdir ve bu kisimlarda baslatilan radikal tepkimelerinde binlerce farkl ara iiriin

olusabilmektedir (Eryilmaz, 2007).

Singlet Oksijen ('O) yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest
radikal olmadig1 halde yiliksek enerjili elektronlarmin varlig: ile reaktif oksijen tiirleri
arasinda yer alir. Bu bilesik, serbest radikal zincir reaksiyonlarmin baslamasma neden
olmasi agisindan &nem tagimaktadir Ozellikle doymamis yag asitlerindeki karbon-
karbon ¢ift baglar1 ile dogrudan etkilesime girerek peroksil radikallerinin olusumuna
neden olan 'O,; ‘OH bilesigi kadar etkin bir sekilde lipit peroksidasyonunu
baslatabilmektedir (Demirci, 2006).

Enzimatik olmayan savunma antioksidan maddeler olarak bilinen glutatyon, askorbat
(vitamin C), tokoferol (vitamin E) ve flavonoitler, lignin, tanin gibi bilesikler tarafindan

yuritiliir.

Glutatyon (GSH) diisiik molekiiler agirliga sahip olup bir dokuda, hiicrede ve hiicresel
kompartmanlarda bulunur. GSH’m antioksidan 6zelligi sisteinin siilfidril grubundan
kaynaklanir. GSH ikinci bir GSH molekiili ile siilfidril grubundan baglanarak bir
disiilfit bag1 olusturur ve ortaya okside glutatyon (GSSG) ¢ikar. GSH kimyasal olarak
singlet oksijen ile siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile reaksiyona girerek serbest
radikalleri etkisizlestirmede dogrudan rol oynar. Ayrica lipit peroksidasyonu sirasinda

aciga ¢ikan acil peroksitleri uzaklastirarak membran yapisinin kararliligina katki saglar.
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Askorbik asit (vitamin C) hayvan ve bitki dokularinda bulunan 6nemli antioksidan
bilesikler arasinda yer alir. Askorbat indirgeyici olarak calisarak oksidatif hasara kars1
koruma saglar. Ayrica askorbat bir¢ok reaksiyonda elektron vericisi olarak da rol oynar

(Keser, 2005).

Karotenoitler hem bitkileri hem de hayvanlar1 oksidatif hasara kars1 koruyan ve yagda
cOziinebilen molekiillerdir. B-karoten, vitamin A’nin esas Onciil maddesidir.
Karotenoitler son derece giiglii singlet oksijen (‘0,) temizleyicisi olup ayrica hidroksil,
peroksil ve alkoksil radikalleri ile de dogrudan tepkimeye girerek lipit peroksidasyonu

zincirini kiric1 6zelliklere sahiptir (Eryilmaz, 2007).

a-tokoferol (E vitamini) hidrofobik dogasindan Otiirii membranda yer alir ve iyi bir
membran stabilizasyonu saglar. Ayni zamanda vitamin E 1yi bir singlet oksijen ve alkil

peroksit avlayicisidir (Toprak, 2007).

Bitkilerde bulunan, flavonoidler ve lignin onciilleri gibi fenolik bilesikler, potansiyel
antioksidantlardir. Polifenolik bilesikler; serbest radikal zincirlerini sonlandiran ve
redoks aktif metal iyonlarin1 selatlayarak lipit peroksidasyonunu engelleyen
bilesiklerdir. Giiglii antioksidan bilesikler olan fenolikler, bitkilerde enfeksiyon,
yaralanma, herbivorlar, ultraviyole radyasyonu, asir1 1sik siddeti gibi cesitli stres

kosullarinda aktivitelerini artirirlar (Eryilmaz, 2007).

Stiperoksit dismiitaz (SOD) (EC 1.15.1.1) yiiksek derecede reaktif olan aktif oksijen
tiirlerinden siiperoksit anyon radikallerini (O;") katalizleyerek organizmalara oksijen
varliginda hayatta kalma imkanini veren bir enzimdir. Bu reaksiyon oksijen metabolize
eden tiim organizmalarda ve bazi anaerobik canlilarda gerceklesir ve sonucunda
molekiiler oksijen (O;) ve hidrojen peroksit (H,O,) agiga ¢ikar. Bu enzim genelde aktif
oksijen olusturan hiicre kompartmanlarinda bulunur. Cu-Zn igeren SOD bir¢ok
Okaryotik canlidan izole edilmistir SOD’un tiim formlar1 ¢ekirdek tarafindan kodlanir

ve amino ucunun isaretlenmesi ile de gidecegi hiicre kompartmani belirlenir.
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Katalaz (EC 1.11.1.6) hidroperoksidaz olarak da isimlendirilir. Katalaz bir sitokrom
sistemine sahip tiim aerobik canlilarda bulunan ve H>O;’in su ve oksijene
parcalanmasini katalizleyen o6zel bir proteindir (Esitlik 2.3). H,O,’nin hiicreden
uzaklastirilmast oksidatif hasardan korunmak i¢in Onemlidir. Bu gorevde katalaz

tarafindan ytriitiiliir.
2 H202 _— 2 HZO + 02 (23)

Hidrojen peroksit (H,O,)’in bu sekilde uzaklastirilmas: sayesinde daha reaktif olan
hidroksil radikallerinin olusumu 6nlenmis olur. Katalaz ¢esitli streslere karsi gelistirilen

cevap mekanizmalarindandir.

Peroksidaz (EC 1.11.1.7), H,0O’in etkisini yok eden diger bir grup enzimi ifade eder.
Lignin sentezinde, IAA (indol asetik asit) sentezinde ve H,0;’in suya
dontistiiriilmesinde yer alir. POD, guaiacol’u genis oranda e vericisi olarak kullanir ve

bu ylizden guaiacol peroksidaz olarak da isimlendirilir (Polat, 2007).

Askorbat peroksidaz (EC 1.11.1.11) peroksidaz enzim ailesinin bir iiyesi olup mayadan
insana kadar pek cok canlida bulunur. Askorbat peroksidaz (APX) hidrojen perokside
bagh olarak farkli substratlar1 katalizler (Esitlik 2.4). Fakat enzimin fizyolojik substrati
askorbattir. Askorbatin disinda bazi aromatik subsratlarin (AH;)’da oksidasyonunu

katalizler (Sekil 2.4).

APX

2Askorbat + H,O, ———— 2 monodehidroaskorbat radikali + 2H,0O (2.4)
Peroksidaz

H,O, + 2AH, —» 2H,O +2AH (25)

Fizyolojik kosullar altinda reaksiyonun ara iriinii monodehidroaskorbat radikali olup
baska bir enzimce tekrar askorbata indirgenir. Askorbat peroksidaz sitozolde,

kloroplastlarda, peroksizomlarda bulunur (Eryilmaz, 2007)
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Glutatyon rediiktaz (EC 1.6.4.2), okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH)
indirgenmesini katalizleyen bir enzimdir (Esitlik 2.6). Glutatyon rediiktaz redoks
dongiisiinde 6nemli bir enzim olup, indirgenmis hiicresel GSH’m hiicrede yeterli
seviyede kalmasimi saglar. GSH antioksidan olarak gorev yapar ve serbest radikal ve
organik peroksitlerle reaksiyona girer, amino asit tasimiminda gorev alir, glutatyon

peroksidaz ve glutatyon S-transferaz enzimlerinin substratidir.

Glutatyon Rediiktaz
GSSG + NADPH + H" > 2GSH + NADP* (2.6)

Endojen veya eksojen nitrik oksit uygulamasi GSH olusumunu azalttig1 i¢in hiicresel
dengeyi bozar. Bir stres meydana gelir ve enzimin inhibisyonu gerceklesir. Glutatyon

rediiktaz mitokondrilerde ve peroksizomlarda bulunmustur.

Glutatyon S-transferaz (EC 2.5.1.18) bir enzim ailesi olup c¢esitli bilesiklerle
indirgenmis glutatyon arasinda konjugasyonu saglar (Esitlik 2.7). Bu reaksiyon sonunda

aktif olamayan, suda ¢oziinebilen, daha az zararl {iriinler ortaya ¢ikar.

GST
G-SH + CDNB » G-SDNB Conjugate + HCI (2.7)

Cevresel stres faktorlerince olusumu tetiklenen reaktif oksijen tiirlerine karsi (Glutatyon
S-transferaz) GST’ler hiicre membranmni, DNA’y1 ve proteinleri korur. GST
aktivitesinin bitkilerde, boceklerde, mayalarda, bakterilerde ve 0Ozellikle karaciger
olmak tiizere cogu memeli dokularinda bulundugu ve detoksifikasyonda anahtar rol

oynadig1 bilinmektedir (Toprak, 2007).
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Sekil 2.4. Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerini zararsiz hale
doniistiiren hiicresel ana metabolik yol (Posmyk ve ark., 2009)

Bitkinin tizerinde olumsuz etki olusturan cevresel etmenler stres sebebidir. Stres
genellikle bitkinin yasayabilirlik, verimlilik, biiyiime (biyolojik kiitle birikimi) ya da
primer 6ziimleme islemlerine (CO, ve mineral alimimi) dayanilarak 6l¢iilmektedir. Stres
kavram strese tolerans kavramu ile iligkilidir. Stres toleransi bitkinin uygunsuz ortam
kosullar1 ile basa ¢ikma potansiyelidir. Stres toleransi strese direng olarak da ifade

edilir. Bir bitki i¢in stres olusturan ortam digeri i¢in stres olusturmayabilir.
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Su kithgr (kuraklik), tuzluluk, diisiik sicaklik ve donma, yiiksek sicaklik, oksijen
eksikligi, 151k azlig1, parazitizm gibi bir¢ok fiziksel, kimyasal ve biyolojik etmen strese

neden olabilir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Bitkiler giinesten gelen 151k enerjisini fotosentez ile kimyasal enerjiye doniistiiriirler.
Ototrofik bitkiler 151k yogunlugundan direkt olarak etkilenirler. Isik yogunlugundaki
degisiklik (azlik-fazlalik) metabolik olaylarin bozulmasma neden olur. Isik fotosentez
iizerine etkiden baska bitki sicakligini ve fotomorfogenetik durumlari etkileyerek stres
olusturabilir. Karanlik ortamdan 1s1kl1 ortama geciste karanlikta yetisen bitkiler 11kl
ortamda yetisen bitkilere benzemeye baglarlar. Kloroplastlarmm olgunlagsmasini
gerektirmesi ve bitkilerde fenotipik degisiklere neden olmasi sebebiyle 151k stresi olarak
isimlendirilir. Bu degisikler govde uzamasinin inhibisyonu, aktif kok gelisimi ve renkte

degisiklerdir (klorofil, karotenoid ve antosiyanin sentezi).

Bitkiler yapraklari lizerine diisen 15181 ya absorbe ederler ya yansitirlar veya gecirirler.
Kloroplastlar, fitokromlar, kriptokromlar 15181 algilayarak cevap verilmesini saglayan
yapilardir. Kloroplastlar 15181 absorblayarak fotosentezde kullanirlar. Fitokromlar
kirmiz1 ve kirmizi 6tesi 15181 algilayarak bitkide ¢esitli tepkilere (tohumun ¢imlenmesi,
cicek fotoperyodizmi, biiyiime, hareketler vs.) neden olurlar. Ozellikle gdvde
uzamasinin engellenmesinde fitokromlar etkilidir. Karanliktan aydmliga c¢ikarilan
bitkilerde gévde uzamasmin engellenmesi fitokromla beraber mavi 1s18a da baghdir.
Kriptokromlar ise mavi 15181 algilarlar. Isik stresinde gévdenin fazla uzamasina neden
olurlar. Fidelerin bulunduklari ortamim yeteri kadar 1s18a sahip olup olmadigin1 ya da
onlarin daha fazla 151k alabilmek icin daha fazla biiylimeye ihtiyaglar1 olup olmadigmi

belirlemede fidelere yardim etmektedir (Kocacaliskan, 2008).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) tohumlar1 tohumculardan temin edilmistir. Caligmada

fasililyenin baroma ¢esidi kullanilmistir.

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Arastrmamizda kullanilan kimyasallar; triklor asetik asit, potasyum iyodiir, hidrojen
peroksit, fosforik asit, glasiyel asetik asit, siilfosalisilik asit, potasyum di-hidrojen
fosfat, quaiacol, sodyum hidroksit, metanol, etanol, kloroform, sodyum karbonat,
thiobarbiitirik asit, albumin, toluen (Merck), folin-ciocalteu (Sigma), coomasie brillant
blue G-250, prolin, gallik asit (Fluka), ninhidrin, askorbik asit (Carlo erba)

kullanilmstir.

3.1.2. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Manyetik karistiric : Heidolph ~ (Almanya )

Etiiv : Niive (Ankara, Tiirkiye)

UV spektrofotometre :Jasco530 V-UV/VIS Spectrophotometer (Japonya)
Sogutmali mikrosantrifiij : Hettich R22 (Almanya)

Buzdolab1 : Regal (Tiirkiye)

Otomatik pipetler : Epphendorf (Almanya)

pH metre : Hanna (Romanya)

Santrifiij : Niive (Ankara, Tiirkiye)

— 80° C derin dondurucu : Hettich (Almanya)

Hassas/Analitik terazi : Shimadzu  (Osaka, Japonya)
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3.1.3. Kullamilan Cozeltiler

3.1.3.1. Homojenat Tamponu

1. 50 mM KH,PO, (pH=7)

3.1.3.2. Katalaz Aktivitesinin Olgiilmesi icin Kullamilan Cozeltiler

1. 50 mM KH,PO4 (pH = 7, aktivite tamponu)
2.30 mM H;0, (Substrat ¢ozeltisi)

3.1.3.3. Peroksidaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi i¢in Kullanilan Cézeltiler

1. 60 mM KH,PO4 (pH=7, Aktivite tamponu )
2. 7,5 mM H,0, (Substrat ¢ozeltisi)
3. 10 mM Guaiacol (Substrat ¢ozeltisi)

3.1.3.4. Askorbat Peroksidaz Aktivitesinin Olgiilmesi icin Kullanilan Cézeltiler

1. 35 mM KH,PO4 (pH =7, Aktivite tamponu)
2. 0,5 mM Askorbik Asit (Substrat ¢ozeltisi)
3. 3,5 mM H,O; (Substrat ¢ozeltisi)

3.1.3.5. Total Fenolik Madde iceriginin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. Folin- ciocalteu : Merck folin-ciocalteus reagent kullanilda.
2. % 2’ lik Sodyum karbonat ¢ozeltisi

3. Metanol

4. Kloform
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3.1.3.6. Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. % 0,1 (w/v) Triklor asetik asit (TCA)
2. 1 M Potasyum Iyodiir (KI)
3. 10 mM KH,PO4 (pH=7)

3.1.3.7. Prolin Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. % 96’ lik Glasiyel asetik asit
2. %3’ lik Sulfosalisilik asit
3. Asit ninhidrin

4. Toluen

3.1.3.8. Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. % 0,1 (w/v) Triklor asetik asit (TCA)
2.% 0,5’lik Thiobarbiitirik asit (TBA)

3.1.3.9. Protein Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. Coomassie Brillant Blue G- 250
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3.2. Metot

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Toprak olarak % 50 torf, %50 bahce toprag:i kullanildi. Torf ve toprak ayri ayr1 4
mm’lik elek yardimiyla elendi, homojen sekilde karistirildi. Topraklar tartilarak 25

sakstya esit miktarda konuldu.

Fasulye tohumlar1 %’5 lik sodyum hipoklorit ile 10- 15 dakika yiizeysel sterilize edildi.
Sonra iki defa destile suyla yikandi. Tohumlar karanlik ortamda c¢imlendirildi. Her
saksiya 6 adet tohum olacak sekilde ekim yapildi. Saksilarin 5 tanesi 1s1kta (15 saat 151k,
9 saat karanlik), 20 tanesi ise karanlik ortama konularak bitkilerin biiylimesi saglandi.
Saksilar giin asir1 sulandi. Karanlik ortamda bitkilere geceleri su verildi. Ekimden 10
giin sonra 8 saksi karanliktan aydinliga cikarildi. Ekim yapildiktan 15 giin sonra ise
yapraklar hasat edildi. Analizler yapilincaya kadar numuneler— 80 °C’de derin

dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.2. Homojenat Hazirlanmasi

0,3 g yaprak dokusu 1,5 ml 50 mM KH,PO4 (pH=7) tamponu igerisinde porselen
havanda homojenize edildi. Homojenat eppendorf tiiplerine konularak 4 °C’de 15000 x
g’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant enzim aktiviteleri ve protein tayini igin

kullanildz.

3.2.3. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz hidrojen peroksidin (H,0;), su ve O;’ne parcalanmasini katalizler. Aktivite
Olgtimii, H»,O,’nin su ve oksijene parcalanmasi sirasnda meydana gelen renk
acimasmimn 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir. Aktivite Olclimiinde 3 ml’lik
reaksiyon karigimi 25 mM fosfat tamponu (pH=7), 15 mM H,0, ve 50 pl homojenat

ihtiva eder. Absorbans degisimi 2,5 dakika boyunca Olgiildii ve bir enzim iinitesi
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dakikada 1 pmol H,O, pargalayan enzim miktar1 olarak hesaplandi. 240 nm de
H,0- nin ekstinksiyon katsayis1 0.036 cm’® pmol™ dir (Havir ve Mchale, 1987).

3.2.4. Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz aktivite dl¢iimiinde 3 ml’lik karigim 20 mM fosfat tamponu (pH=7), 7,5 mM
H,0,, 10 mM guaiacol ve 10 pl enzim ekstrakti igerir. En son enzim c¢ozeltisinin
eklenmesiyle reaksiyon bagladi ve 2,5 dakika 470 nm’de optik dansitesi kaydedildi. Bir
enzim initesi bir dakikada 1 pmol guaiacol’u katalizleyen enzim miktar1 olarak
hesaplandi. Tetraquaiacol’iin ekstinksiyon katsayisi 26,6 mM'cm™ dir (Angelini ve
ark., 1990).

3.2.5. Askorbat Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz aktivite Olglimiinde 3 ml’lik reaksiyon karisimi 33 mM fosfat
tamponu(pH=7), 3 mM H,0, , 0,5 mM askorbik asit ve 50 pl enzim ekstraktindan
olusacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon aktivite ortamma en son hidrojen peroksitin
ilave edilmesiyle basladi ve 2,5 dakika boyunca 290 nm’de absorbansi kaydedildi.
Enzim aktivitesi askorbatin ekstinksiyon katsayis1 2,8 mMem™ kullanilarak hesaplandi

(Karabal ve ark., 2003).

3.2.6. Prolin Miktarinin Belirlenmesi

Isik ve karanlik ortamda yetistirilen bitki numunelerindeki prolin miktarinin
belirlenmesi i¢in 0,4 g yaprak %4 liik 6 ml siilfosalisilik asitte homojenize edildi. Daha
sonra homojenat siizge¢ kagidindan siiziildii. Her grup i¢in li¢ ayr1 tiipe 1’er ml numune,
1’er ml Glasiyel asetik asit ve 1’er ml asit ninhidrin konuldu. Tiipler etiivde 100 °C’de 1
saat bekletildi. Etiivden alman tiipler 10 dakika buz banyosuna birakildi. Sonra
iizerlerine 2’ser ml toluen ilave edilerek karistirildi. 10 dakika inkiibasyondan sonra

tiiplerde iki faz olustu. Ustteki pembemsi fazin 520 nm’ de absorbansi 6l¢iildii. Sonuglar
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prolinden hazirlanan standart grafikten yararlanilarak g taze doku basma prolin miktari

hesaplandi1 (Bates ve ark. 1973).

Standart grafik i¢cin 10 mg saf prolin 50 ml destile suda ¢6ziildi. Hazirlanan stok
cozeltiden tiiplere swrasiyla 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul konuldu.
Uzerleri 1 ml’ye destile su ile tamamlandi. Tiiplere 1 ml %96’k glasiyel asetik asit ve
1 ml asit ninhidrin eklendi. Tiipler etiivde 100 °C’de 1 saat bekletildi. 10 dakika buz
banyosunda inkiibe edilen tiiplere 2’ser ml toluen ilave edilerek vorteksle karistirildi.

Usteki pembe fazmn 520 nm’de absorbansi kaydedildi (Ulusu, 2007).

3.2.7. Malondialdehit Tayini

Kontrol ve muamele gruplarinda 0,5 g yaprak 5 ml %0,1 (w/v) TCA ile homojenize
edilerek 10000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. 0,5 ml siipernatant iizerine 1 ml % 0,5
TBA iceren TCA ilave edilerek 95 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra buz
banyosunda sogutulmak suretiyle reaksiyon durduruldu. Karisim 15 dakika 10000xg’de
tekrar santrifiij edildi. Spektrofotometre de 532 nm’ de dlglim yapilarak absorbanslar
kaydedildi. Non-spesifik absorbsiyonlar i¢in her bir numunenin 600 nm’deki absorbansi

da dlgiilerek absorbanstan diistildii (Velikova ve ark., 2000).

3.2.8. Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesi

0,3 g yaprak dokusu 3 ml %1’ lik (w/v) TCA’da homojenize edilerek homojenat 12000
x g de santrifiij edildi. 0,5 ml siipernatant iizerine 10 mM (pH=7) fosfat tamponu ve 1 M
KI ilave edildi. Elde edilen karistmin absorbanst 390 nm’ de 6lgiildii. Daha sonra
hidrojen peroksitten hazirlanan standart grafikten yararlanilarak 1sikli ve karanlik
ortamda yetisen bitkilerdeki hidrojen peroksit miktar1 belirlendi (Velikova ve ark.,

2000).

Standart grafik i¢in 163 uM H,0, stok ¢ozeltisinden sirasiyla 50, 100, 200, 300, 400,
500 ve 700 pl pipetlendi. Her bir tiipe 1 ml 1 M KI ilave edildi. Daha sonra son



23

hacimler 10 mM fosfat tamponu ile 2 ml’ ye tamamlandi. Hazirlanan tiiplerin

absorbans1 390 nm’ de okunarak kaydedildi (Karatas, 2007).

3.2.9. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Yapraklardaki protein miktar1 Bradford (1976) yontemine gore belirlenmistir. Bu
yontemde Coomasie brillant blue G-250 boyasi kullanildi. Bu boya negatif yiikli
oldugu i¢in protein lizerindeki pozitif yiiklere baglanir. Bu boyanin kirmizi( A= 465
nm) ve mavi (Amx=595 nm) formlar1 vardir. Boya ile proteinin baglanmasi kirmizi
formu mavi forma donistiiriir. Bu yontem ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir.
Reaksiyon cok defa tekrarlanabilir ve hizli sekilde olusur. Meydana gelen renk

stabilitesini 1 saat kadar koruyabilir.

Numunelerdeki protein miktarinit belirlenmesinde enzim homojenat1 kullanildi. Isik,
etiyole ve de-etiyole yaprak numuneleri i¢in 2’ ser tiip alindi. Her bir tiipe 2,5 ml
Coomasie brillant blue G-250 boyasi konuldu ve siipernatantlardan 20 pl eklendi.
Tipler vortekste karistirilip, 10 dakika inkiibasyondan sonra 595 nm’ de absorbanslar

Olgtildii. Standart grafik yardimiyla yapraklardaki protein miktar1 belirlendi.

Standart grafik i¢cin ilk dnce 1ml” sinde 1 mg protein ¢dzeltisi ihtiva eden sigir serum
albumin ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu stok c¢ozeltiden tiiplere sirasiyla 0, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ul pipetlendi ve son hacimler destile su ile 100 pl’ ye
tamamlandi. Her bir tiipiin lizerine 2,5 ml Coomasie brillant blue G-250 eklendi ve
tiipler vorteksle karistirildi. 10 dakika inkiibasyondan sonra 595 nm’ de 6l¢iim yapild1.

Absorbansa karsilik protein miktarindan standart grafik hazirlandi.

3.2.10. Total Fenolik Madde Miktarimin Belirlenmesi

Total fenolik madde miktar1 Folin-Ciocaltaeu yontemine gore yapildi. 2 g yaprak 10 ml
metanol icerisinde homojenize edildi. Homojenat erlene alindi ve iizerine 1:2 oraninda

kloroform ve metanol ilave edilerek manyetik karistiricida 1 saat karistirildi. Karisim
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siizlildii. Bu islem ¢6zeltiler renksizlesinceye kadar tekrarlandi. Cozeltiler darasi alinmis
cam balonlara konuldu ve rotary evaporatdrde c¢oziiciiler uguruldu. Kuru agirliklar tespit
edildi. Madde konsantrasyonu esit olacak sekilde cam balonlara metanol ilave edilerek

¢oziildil.

Fenolik madde tayini i¢in her tiipe 450 ul su, 2,5 ml Folin-Ciocaltaeu, 2 ml %7,5 (w/v)
Na,COs, 100 pl stok ¢ozeltiden ilave edildi. Karisim 10 saniye vortekslenerek 45 °C’de
15 dakika etiivde bekletildi. 765 nm’de absorbanslar oOlgiilerek standart grafik

yardimiyla numunelerdeki total fenolik madde miktar1 hesapland:.

Total fenolik bilesik miktar1 gallik asitten hazirlanan standart grafik yardimiyla
belirlendi. Standart grafik i¢in 1 ml’sinde 1 mg gallik asit bulunan stok c¢ozelti
hazirland1. 50 pl, 100 ul, 250 pl, 300 ul ve 400 pl tiiplere pipetlendi. Uzerleri 500 ul’ye
destile su ile tamamlandi. Daha sonra her tiipe 2,5 ml Folin-Ciocaltaeu, 2 ml %7,5 (w/v)
NayCOs ilave edildi. Absorbanslar 765 nm’de dl¢iilerek gallik asit konsantrasyonlarina
karsilik gelen absorbanslar yardimiyla standart grafik hazirlandi (Pennycooke ve ark.,

2004).

3.2.11. istatistik Analiz

Kontrol ve uygulama gruplarindaki farkliliklar Duncan ¢oklu aralik testine gore p<0,05
onemlilik degerinde yapilmistir. Calismada her grup icin 4 tekrar yapilmistir (n=4).
Istatistiki analizler SPPS for Windows 11.5 Standart version paket programu ile yapildi.
Kontrol ve uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi (one-way

ANOVA) ile yapild1 (Duncan, 1955).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Katalaz Aktivite Sonuclari

Kontrol ve uygulama gruplarindaki katalaz aktivitesinde gozlenen degisiklikler Sekil
4.1 ve Tablo 4.1’ de gosterilmistir. Karanlik ortamda yetisen (etiyole) bitkilerde katalaz
aktivitesi kontrol ve de-etiyole bitkilere gore oOnemli oranda (p<0,05) yiiksek
bulunmustur. Kontrol ve de-etiyole fasulye yapraklarindaki katalaz aktiviteleri arasinda

onemli bir fark yoktur.
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Sekil 4.1. Katalaz aktivitesi sonuglari

Tablo 4.1. Katalaz aktivitesi sonuglar1

Grup Enzim Unitesi (EU/g yaprak)
Isik 20,53 a+0,78
De-etiyole 27,89 a+3,5

Etiyole 256,06 b+ 5,06
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4.2. Peroksidaz Aktivite Sonuclar

Peroksidaz aktivitesinin kontrol ve uygulama gruplarindaki degisimi Sekil 4.2” ve Tablo
4.2> de gosterilmistir. Etiyole bitkilerde peroksidaz aktivitesi kontrol ve de-etiyole
bitkilere gére dnemli oranda (p<0,05) artis gostermistir. De-etiyole ve 1sikl1 ortamda

yetigen bitkilerde peroksidaz aktivitesi benzer degisim gostermistir.
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Kontrol De-etiyole Etiyole
\_ /
Sekil 4.2. Peroksidaz aktivitesi sonuglar1
Tablo 4.2. Peroksidaz aktivitesi sonuglari
Grup Enzim Unitesi (EU/g yaprak )
Isik 3,25a+0,53
De-etiyole 3,95a+0,95

Etiyole 28,81 b+ 1,08
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4.3. Askorbat Peroksidaz Aktivite Sonuclar

Askorbat peroksidaz aktivitesinin kontrol ve uygulama gruplarma gore degisimi Sekil
4.3’ te gosterilmistir. ve Tablo 4.3 te gosterilmistir. Etiyole bitkilerde askorbat
peroksidaz aktivitesi kontrol ve de-etiyole fasulye bitkilerinden daha fazla bulunmustur
(p<0,05). Kontrol ve de-etiyole bitkilerde askorbat peroksidaz aktivitesi arasinda 6nemli

fark gozlenmemistir.
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Sekil 4.3. Askorbat peroksidaz aktivitesi sonuglari
Tablo 4.3. Askorbat peroksidaz aktivitesi sonuclar1
Grup Enzim Unitesi (EU/g yaprak )
Isik 0,31 a+0,02
De-etiyole 0,33a+0,03

Etiyole 1,5 b+ 0,06
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4.4. Prolin Standart Grafigi

Standart grafik prolin kullanilarak hazirlandi. Sekil 4.4° de prolin miktarma karsilik

gelen absorbanslar gosterildi.
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Sekil 4.4. Prolin miktarmin belirlenmesinde kullanilan standart grafik
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4.5. Prolin Miktar1 Sonuclari

Uygulama ve kontrol gruplarinda prolin miktarmin degisimi Sekil 4.5 ve Tablo 4.4’de
gosterildi. Etiyole bitkilerde prolin miktar1 diger gruplara gore 6nemli oranda artmistir.
Fakat de-etiyole ve kontrol bitkileri arasinda prolin miktar1 bakimindan énemli bir fark

olmadigi goriildii.
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Sekil 4.5. Prolin miktar1 sonuglar1
Tablo 4.4. Prolin miktar1 sonuglar1
Grup Prolin Miktar1 (ng/g yaprak)
Isik 0,31 a+ 0,02
De-etiyole 0,35a+0,017

Etiyole 0,53 b+0,025
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4.6. Malondialdehit Miktar1 Sonuclari

Malondialdehit miktarmin kontrol ve uygulama gruplarina bagl olarak degisimi Sekil
4.6 ve Tablo 4.5 de gosterilmistir. Lipid peroksidasyonu kontrol bitkilerinde minimum

miktarda gozlenirken de-etiyole ve etiyole bitkilerde 6nemli oranda artmistir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Malondialdehit miktar1 sonuglari

Tablo 4.5. Malondialdehit miktar1 sonuglar1

Malondialdehit Miktar1 (umol/g yaprak)

Grup
Isik 20,53 a + 0,0003
De-etiyole 27,89 b+ 00,0023

Etiyole 256,06 c + 0,0041
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4.7. Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Standart Grafik

Standart grafik bolim 3.2.8’de belirtildigi gibi hazirlandi. Kontrol ve uygulama
gruplarinda hidrojen peroksit miktar1 hazirlanan standart grafikten yararlanarak
hesaplandi. Standart ¢6zeltilerin uM hidrojen peroksite karsilik gelen absorbans

degerleri Sekil 4.7’ de gosterildi.
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Sekil 4.7. Hidrojen peroksit miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik
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4.8. Hidrojen Peroksit Miktar1 Sonug¢lar:

Kontrol ve uygulama gruplarinda hidrojen peroksit miktarinin degisimi Sekil 4.8 ve
Tablo 4.6’da gosterildi. Etiyole bitkilerde H,O, miktarinin maksimum miktarda oldugu,

de-etiyole ve konrol gruplar1 arasinda ¢ok az fark oldugu goézlendi.
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Sekil 4.8. Hidrojen peroksit miktar1 sonuglari

Tablo 4.6. Hidrojen peroksit miktar1 sonuglari

Grup Hidrojen Peroksit Miktar1 (uM/g yaprak)
Isik 187,74 a + 13,25
De-etiyole 211,14 a £ 23,96

Etiyole 373,54 b+ 14,44
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4.9. Protein Standart Grafigi

Sigr serum albumini kullanilarak standart grafik hazirlandi. Standart grafikte pg

proteine gelen absorbanslar gosterildi (Sekil 4.9).

y =0,0081x + 0,0826
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Sekil 4.9. Protein miktarmin belirlenmesinde kullanilan standart grafik
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4.10. Protein Miktar1 Sonuclari

Protein miktarinin kontrol ve uygulama gruplarinda gosterdigi degisim Sekil4.13 ve
Tablo 4.9°da belirtildi. Kontrol ve de-etiyole bitkilerdeki protein miktar1 etiyole
bitkilere gore ¢ok az miktarda gozlendi (p<0,05).

Protein miktar1 (ug/g yaprak)

37 a a
/T

Kontrol De-etiyole Etiyole

- /

Sekil4.10. Protein miktar1 sonuglar1

Tablo 4.7. Protein miktar1 sonuglar1

Grup Protein Miktar1 (mg/g yaprak)
Isik 0,42 a+0,027
De-etiyole 1,1a+0,101

Etiyole 22,41b+ 1,73
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4.11. Total Fenolik Bilesiklerin Miktarinin Tayininde Kullanilan Standart Grafik

Standart grafik bolim 3.2.10°de belirtildigi gibi hazirlandi. Kontrol ve uygulama
gruplarinda total Fenolik bilesik miktarlar1 hazirlanan standart grafikten yararlanarak

hesaplandi. Standart ¢6zeltilerin pg gallik asite karsilik gelen absorbans degerleri Sekil

4.11° da gosterildi.
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Sekil 4.11. Total fenolik madde miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik
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4.12. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Sonuc¢lari

Total fenolik bilesiklerin miktarinin kontrol ve uygulama gruplarinda belirlenen
degisimi Sekil4.12 ve Tablo 4.8’de gosterildi. Etiyole bitkilerde total fenolik bilesikler
gozlenmedi. De-etiyole bitkilerde total fenolik bilesik miktar1 kontrol grubundan cok
daha az bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.12. Total fenolik madde miktar1 sonuglar1

Tablo 4.8. Total fenolik madde miktar1 sonuglari

Grup Total fenolik bilesik miktar1 (ug/g yaprak)

Isik 7,87 a+ 0,43
De- etiyole 429b+ 0,32
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5. TARTISMA VE SONUC

Karanlik-1s1k dontistimleri bitkilerin ilk gelisim sathasinda organlarin yapisin1 ve
biiylimesini derinden etkiler. Toprak altindaki geng fidelerde giines 15181na ulagsmak i¢in
hizl1 bilyiime meydana gelir. Bugdaygillerde bu olay ¢ok belirgindir ve koleoptil toprak
ylizeyine ¢iktiginda biliyiime 151k tarafindan inhibe edilir. Bu fotomorfogenetik olay
farkl1 fotoreseptorler vasitasiyla gergeklesir ve koleoptilden mesokotile saglanan indol-

3-asetik asitin azalmasiyla ilgilidir (Cona ve ark., 2003).

Hiicre ceperinin kimyasal yapist ve kalmlig1 hiicre biliytimesini direkt etkiler. Hiicre
ceperinin yumusama Ozellikleri ¢eperin yumusama ve sertlesmesi arasindaki dengeye
baghdir. Ceper gevsemesi enzimatik veya kimyasal ajanlarla saglanir. Oksinlerin tesvik
ettigi biiyiimede OH' radikalinin ¢eper gevsetme ajani olarak rol oynayabilecegi ileri
siriilmektedir. Apoplastlarda O, sentezi ¢cok oldugunda g¢eper peroksidazlari1 veya
plazma membraninda NADP(H) oksidaz tarafindan kullanilir. Hiicre ¢eperindeki H,O,
miktar1 arttiginda spontan olarak OH' radikaline doniislir. Amin oksidazlar ve oksalat
oksidazlar da apoplastlarda H,O, iiretimiyle ilgilidirler. Bezelye fidelerinde yapilan bir
calismada; peroksidaz ve katalaz aktiviteleri etiyole fidelerde daha azdir. (Luhova ve
ark., 2003). Isikta biiyiitillen bitkilerde peroksidaz aktivitesinin fazla olmasi lignin
sentezinde rol oynamasindan kaynaklandig: ifade edilmektedir. Etiyole bitkilere gore
1s1kta biiyiitiilen bitkilerin daha saglam yapili ve boylarinin kisa olmas1 lignin senteziyle

ilgili oldugu belirtilmektedir.

Prolin stres sartlarinda ¢ok yiiksek seviyelerde biriktiginden stres siiresince prolinin rolii
tartigmali ve 1ilging bir konudur. Prolinin enzimlerin aktif konformasyonunun
korunmasinda etkili oldugu ve bu yolla iyonlarin neden oldugu konformasyonel
degisiklige kars1 enzimleri korudugu bildirilmistir (Cherian ve ark. 2006). Prolin gibi
bilesikler ozmotik denge ajam1 ve hiicre i¢i yapilarm korunmasinda rol alirlar. Bu
bilesikler hiicresel osmolaritede artisa neden olur. Boylece hiicreye su girisini
yonlendirebilir ve disariya ¢ikisini azaltabilir. Bu da hiicre uzamasi i¢in gerekli turgorun
stirdiirtilmesini saglar. Osmoz veya dehidrasyon stres sartlarinda membran biitiinliigi ve

protein denatlirasyonunu Onlemek icin siirdiiriilmelidir. Prolin protein yapilarmi ve
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aktivitelerini korumak i¢in enzimlerle etkilesebilir. Prolin sentezi pH ve redoks
diizenlenmeleriyle de alakalidir. Prolin stresten iyilesme siiresince karbon, azot ve enerji

icin yedek kaynak olarak da rol oynar (Kavi Kishor ve ark. 2005).

Prolin 151k hasarmmin tesvik ettigi serbest radikallere karsi tilakoyit membranlari
korumada da ilgilidir. Degisik osmolitler arasinda prolin serbest radikallerin tetikledigi
hasarlar1 ve singlet oksijene karsi bitkileri koruyan tek molekiildiir. Prolin singlet
oksijen sondiiriici ve hidroksil radikalini uzaklastirici bir rol oynayabildigi icin
membranlar kadar protein ve DNA’ y1 stabilize edebilir. Sorbitol, mannitol, myo-
inositol ve prolin i¢in hidroksil radikali giderme aktivitesi 6l¢iilmiis prolinin etkili bir
hidroksil radikal giderici oldugu bulunmustur. Prolin sadece redoks sinyallerinde
onemli bir molekiil degildir ayn1 zamanda biitiin bitkilerde tuz, metal ve dehidrasyon
stres sartlar1 altinda olusan ROS’larm etkili bir gidericisidir. CAT, POD ve PPO enzim
aktiviteleri in vivo da prolin tarafindan artirilir. Bununla birlikte enzimleri aktive etmede
prolinin rolii konformasyonal degisiklikle sinirli oldugu ifade edilmektedir (Kavi Kishor
ve ark. 2005). Bu calismada, lipid peroksidasyonunun fazla oldugu etiyole bitkilerde

prolinin fazla olmasi prolinin ¢ok yonlii fonksiyonlariyla ilgilidir.

Kiiltiirii  yapilan bezelyenin 12 ¢esidinde ve yabani bezelyenin bir alt tiiriinde
aminoksidaz, POD ve CAT aktiviteleri ¢alisilmistir. Etiyole bitkilerle kiyaslandiginda
tiim yesil bitkilerde POD ve CAT aktiviteleri yiiksek bulunmustur. Etiyole bitkilerde
POD aktivitesindeki azalma lignin biyosentezindeki azalmayla ilgili olabilecegi

belirtilmektedir (Luhova ve ark. 2003).

Bu caligmada, etiyole bitkilerde CAT, POD ve APX aktivitelerinin yiiksek olmasi
hidrojen peroksit iiretimindeki artisla da ilgilidir. Bu enzimler katalizledikleri
reaksiyonlarda hidrojen peroksiti substrat olarak kullanirlar. Literatiirlerde hidrojen
peroksitle malondialdehit arasinda dogrudan bir iligki oldugu ve yiliksek hidrojen
peroksit konsantrasyonunun lipit peroksidasyonuna neden oldugu belirtilmektedir
(Hajlaoui ve ark., 2009). Degisik stres sartlarina maruz kalan bitkilerde hidrojen
peroksit konsantrasyonunun arttig1 goriilmiistiir. Hidrojen peroksit ortamda siiperoksit

ve gecis elementlerinin (Fe*", Cu'" v.b ) olmasi durumunda daha aktif radikal olan
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hidroksil radikaline doniisebilir. Hidroksil radikali de membranlarda zincir
reaksiyonlari baglatarak lipit peroksidasyonuna neden olur (Luhova ve ark., 2003;
Hajlaoui ve ark., 2009). Bu calismada etiyole bitkilerde hidrojen peroksit miktar1 ve

lipit peroksidasyonu 6nemli oranda artis gostermistir.

Fenolik bilesikler sadece besin sistemlerinde oksidasyonu etkili bir sekilde onlerler ve
insan viicudunda oksidatif hasarlara karsi koruyucu faktor olarak da is gorirler
(Bartolomé ve ark., 1997). Belirli fenolik bilesiklerin sentezi, oksidasyonu ve miktari
stres ¢esidine bagli olarak degismektedir (Pennycooke ve ark., 2004). Cimlenme
sirasinda mercimekte procyanidin-tipi bilesiklerde onemli yapisal degisiklikler meydana
gelmesine ragmen, fenolik bilesik iceriginde kayda deger bir degisiklik goriilmemistir
(Bartolomé ve ark., 1997). Bu calismada, yesil ve de-etiyole fasulye yapraklarinda total
fenolik bilesikler belirlenmis ve yesil bitki yapraklarinda daha fazla total fenolik bilesik
oldugu gozlenmistir. Etiyole elma govdelerinde (Sivaci ve ark., 2007) ve etiyole
Cichorium endivia (Goupy ve ark., 1990) yapraklarinda fenolik bilesiklerin azaldigi
rapor edilmistir. Bu calismada etiyole bitki yapraklarinda fenolik bilesikler Folin
Ciocalteu yontemiyle tespit edilememistir. Fakat etiyole, de-etiyole ve yesil yapraklarda
total fenolik bilesiklerin tedrici bir sekilde artmasi fenolik bilesik sentezinde 151gin
dogrudan rol oynadigim1 gostermektedir. Fenolik madde icerigi 151k ve 151k

yogunluguyla degismektedir.
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