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OZET

ARABIDOPSIS THALIANA’NIN SUKSINAT DEHIDROGENAZ
(SDH) (KOMPLEKS II) EKSiK BITKILERINDE TUZ STRESI
ALTINDA HUCRESEL REDOKS DUZENLEMESININ
ARASTIRILMASI

YILMAZ,0Oguzhan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Ismail TURKAN
Ocak 2019, 68 sayfa

Tuz stresi, bitki performansini olumsuz etkileyen bir abiyotik stres tiiriidiir. Tuz
stresiyle birlikte hiicrede ¢esitli metabolik siirecler arasindaki dengenin bozulmasi
nedeniyle reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi artmakta, bu molekiiller belirli bir
seviyeye kadar sinyal gorevi gormekte ancak asir1 iretilmeleri ise biyolojik
molekiillerde zarar olusturmaktadir. Sonucta olusan oksidatif stres fotosentez ve
solunumu olumsuz etkileyerek biiyiimeyi yavaslatmakta, stresin ileri sathalarinda
ise hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. Mitokondri, kloroplast ile birlikte hiicrede
onemli ROS kaynaklarindan biridir. Mitokondriyal kompleks II (siiksinat
dehidrogenaz, SDH) mitokondri i¢ zarina periferal olarak yerlesen, hem elektron
tasima zincirinde (ETS) hemde sitrik asit dongiisiinde gorev alan bir enzimdir.
Daha once memelilerde ve bitkilerde yapilan ¢aligmalarda SDH kokenli
ROS’larin  hiicrede sinyal gorevi gordiigii, hiicre biiyiimesini ve savunma
yanitlarini diizenledigi ortaya konmustur. Ancak bu kompleksin hiicre redoksunun
diizenlenmesi tizerine etkileri hakkinda literatiirde bilgi yoktur. Bu ¢alismada
kompleks II kokenli ROS’larin, SDH inhibit6rii olan malonat kullanilarak, tuz

stresi altinda hiicre redoksunu nasil etkilediginin arastirilmasi amaglanmastir.

Anahtar Sozciikler: Arabidopsis, Mitokondri, Siiksinat Dehidrogenaz, Reaktif
Oksijen Tiirleri, ROS, Antioksidant Enzimler, H2O, Tuz Stresi.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF CELLULAR REDOX REGULATION IN
SUCCINATE DEHYDROGENASE (SDH) (COMPLEX 1)
DEFICIENT PLANTS OF ARABIDOPSIS THALIANA UNDER SALT
STRESS

YILMAZ,0Oguzhan

MSc in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ismail TURKAN
January 2019, 68 pages
Salt stress is one of the abiotic stresses that affects plant growth and performance.
Disruption of balance in metabolic processes resulting from salt stress, there
usually be an increase in reactive oxygen species (ROS) production. These
molecules have a signalling role up to a certain level but when that level is
exceeded, they are harmful for biomolecules. These ROS’s are affecting processes
like photosynthesis and respiration causing inhibition of plant growth and even
cell death. Mitochondria is a major ROS source in the cell along with chloroplast.
Complex Il of mitochondri (Succinate dehydrogenase, SDH) localizes in the inner
membrane of mitochondria, operating in both TCA cycle and ETC. Previously
works on mammal and plants showed that SDH derived ROS has signalling role
in cellular growth and defence responses. But there is no information on how
SDH regulating cellular redox. In our work, using a spesific inhibitor of SDH,
malonate, our intent is to investigate how SDH is regulating cellular redox under

salt stress.

Keywords:Arabidopsis, Mitochondri, Succinate Dehydrogenase, Reactive

Oxygen Species, ROS, Antioxidant Enzymes, H2O», Salt Stress
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ONSOZ

Tez konumun belirlenmesi, akademik hayatin teorik kismindan pratik
kismina gecisimi gerceklestirmistir. Bu noktadan itibaren baslayan donem
yayinlanmig makalelerdeki islerin nasil yapildig1 ve ne kadar emegin s6z konusu
oldugunun 6grenildigi bir donemdir. Temel bilimlerde tezli yiiksek lisans yapan
her 6grencinin gorecegi ve ¢ok calismanin nasil bir his oldugunun 6grenilecegi bir
siirectir. Ulkemizin akademisinin gelismesi ve kisinin bilim kariyeri acisindan

onemli bir doniim noktasi sayilabilir.

[ZMIR
22/01/2019
Oguzhan YILMAZ
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1. GIRIS

Biyotik veya abiyotik stres faktorleri bitkilerin fotosentez ve solunum
mekanizmalarini etkileyerek, elektron taginma sistemlerindeki dengeyi bozar ve
bu durum hiicre iginde reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretiminde artigsa sebep olur.
Bitki hiicrelerinde ROS’un kaynaklar1 kloroplast, mitokondri ve peroksizomdur.
Yesil dokularda ana ROS kaynagi kloroplastken, toprak alti dokularda ise ROS
ozellikle mitokondride iiretilir. Cevresel streslerin etkisiyle, ROS’un hiicrede asir1
birikimi niikleik asitler, proteinler, solunum ve fotosentezle ilgili zarlara zarar
vermektedir (Sairam et al., 2002; Vaidyanathan et al., 2003; Demiral et al., 2005;

Koca et al., 2007; Miller et al., 2010).

Tuzluluk, ROS {iretimine sebep olan en biiyiik abiyotik stres faktorlerinden
biridir. Ana kayadan topraga karisan ve okyanus kokenli tuzlar gibi dogal sebepler
disinda, tarimsal islemler de topraktaki artan tuzlulugun 6nemli sebeplerinden
biridir. “Tuzluluk” terimi genelde topraktaki asir1 tuzu ifade etsede, NaCl
topraktaki tuzun ¢ogunu olusturur ve bu da bitkilerin NaCl birikimini engellemek
ve disar1 atilmlarin1 saglamak ic¢in neden bir¢ok mekanizma gelistirdiklerini
aciklar. Yiiksek tuz orani ozmotik ve iyonik stres olusturarak en sonunda bitkinin

6liimiine sebep olur (Tiirkan et al., 2009).

Bitki hiicresinde mitokondri ve kloroplast, hem ana enerji kaynaklart hemde
ROS iiretim merkezleridir (Mittler et al., 2004). Ozellikle yesil olmayan
dokularda veya karanlik periyotta, mitokondri, ana enerji ve ROS kaynagidir
(Navrot et al., 2007). Mitokondri iginde ROS iiretiminin merkezi elektron taginim
sistemi (ETS)’dir. ETS i¢inde; kompleks | (NADH dehidrogenaz), kompleks Il
(Sitokrom bci kompleksi)’iin ROS kaynagi oldugu uzun zamandir bilinmektedir
(Lambert et al., 2004; Muller et al., 2003). Yapilan ¢aligmalarla birlikte kompleks

IT (siiksinat dehidrogenaz (SDH))’nin de ROS fiiretebildigi ortaya konmustur



(Yankovskaya et al., 2003). Ayrica, son yillarda yapilan ¢aligmalarla birlikte SDH
kaynakli ROS’un organizmada; biiyiime, gelisme, tohum sayis1 ve kalitesi ve stres

yanitlarinin diizenlenmesi gibi hayati iglevlerdeki rolii ortaya konmustur (Navrot

et al., 2007; Leon et al., 2007; Fuentes et al., 2011; Gleason et al., 2011).

SDH aktivitesinin, abiyotik stres altindaki roliiniin belirlenmesinde son yillarda
yapilan ¢aligmalar olsa da (Hamilton and Heckathorn., 2001; Gleason et al., 2011,
Jardim-Messeder et al., 2015), tuz stresi altinda SDH aktivitesinin kismen inhibe
edilmesinin, tuz stresi sirasinda ve sonrasinda hiicredeki redoks degisikligine
etkisi arastirnlmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda tuz stresi altinda SDH
aktivitesinin kismen inhibe edilmesinin, tuz stresi sirasinda ve sonrasinda (i)
bliylime parametrelerine etkisi, (ii) antioksidant sistem {izerindeki etkisi, (iii)

hiicresel redoksa etkisi ve (iv) baz1 markir genler iizerine etkisi arastirilmistir.

2. GENEL BILGILER
2.1. .Mitokondriyal Elektron Tasmim Sistemi (ETS) ve Tuz Stresi

Hiskisi

Mitokondri, yesil dokularda kloroplastla birlikte ana enerji kaynagiyken,
karanlikta ve yesil olmayan dokularda ana enerji kaynagidir. Mitokondride
tiretilen enerjinin biiyiik ¢ogunlugu ise oksidatif fosforilasyonla ETS’den saglanir.
ETS, kendi i¢inde 5 protein kompleksi barindirir. Bunlar sirasiyla; kompleks 1
(NADH dehidrogenaz), kompleks II (Siiksinat dehidrogenaz), kompleks III
(Sitokrom bcyi kompleksi), kompleks IV (Sitokrom c oksidaz) ve kompleks V
(ATPsentaz)’dir (Sun et al., 2005). Ozet olarak, ETS’de ATP iiretimi igin
NADH’in dehidrasyonu ile kompleks I’den ve siiksinat’in dehidrasyonuyla
kompleks II’den gelen elektronlar ile ubikinon (UQ) indirgenir. Daha sonra
elektronlar kompleks 1l yoluyla sitokrom c¢’ye aktarilir. Sitokrom c¢’nin kompleks
IV tarafindan yiikseltgenmesi ve elektronlarin en son molekiiler oksijene

aktarilmasiyla su olusur. Elektronlar aktarilirken, kompleks I, kompleks III ve

kompleks IV yoluyla liimene proton pompalanip bir elektrokimyasal gradiyent



olusturulur. Daha sonra protonlar gradiyent yoniine dogru, kompleks V’ten
gecerek hareket ederler. Kompleks V’ten protonlarin gegisiyle ATP iiretilir (Sekil
2.1).

Limen
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Sekil 2.1 Mitokondriyal elektron taginim sistemi

Bitkilerdeki mitokondriyal ETS, memeliler ve mayalardaki ETS’den daha
karisik ve daha esnektir. Bunun sebebi ise alternatif NAD(P)H dehidrogenazlar ve
bir kinol oksidaz olan alternatif oksidaz (AOX)’dir. ETS komplekslerinin
aktivitelerinin MgCl, ve KCI gibi tuzlarla, in vitro kosullarda inhibe olabildigi
yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur (Krab et al, 2000). Yiiksek NaCl
derisimlerinde ise komplekslerin aktiviteleri, protein denaturasyonu ve kompleks
alt birimlerinin dagilmalari sonucu tamamen inhibe olmaktadir. Dolayisiyla tuz
stresi, komplekslerin elektron alma ve iletme hizlarin1 degistirebilmektedir. Bu
durumda bazi bolgeler asir1 indirgenecek ve Oz’e sizan elektronlar sonucunda
ROS iiretimi gergeklesecektir. Bu durum alternatif oksidaz (AOX)’ 1 asir1 ifade
edildigi Arabidopsis thaliana bitkilerinde artan tuz direncini de agiklamaktadir.
Yiikselen AOX kapasitesi, ubikinon havuzundaki agir1 yiikklenmeyi azaltir (Smith

et al., 2008).

Tuz stresi altindaki makarnalik bugday (Triticum durum) ve arpa (Hordeum

vulgare) fidelerinden izole edilen mitokondrilerin solunum hizlarinda 6nemli



diisiisler oldugu daha once yapilan calismalarla ortaya konmustur. Bu diisiis
makarnalik bugdayda mannitol stresine kiyasla, tuz stresi altindayken ¢ok daha
fazladir (Jolivet et al. 1990; Trono et al. 2004; Flagella et al. 2006). Bu da, tuz
stresinin iyonik bileseninin (iyonik toksisite) ETS {izerine etkisinin, ozmotik
bileseninden daha fazla oldugunu gosterir. ETS’de bu inhibisyonun hangi bilesen
iizerinden olustugu arastirmalarin ana konusu olmustur. Daha 6nce tuz stresinin
kompleks I’in ve kompleks II’nin aktivitelerini inhibe ettigi ve 1s1 soku proteini 22
(Hsp22)’nin kompleks I aktivitesini, uyumlu ozmolitlerin ise kompleks I
aktivitesini koruduklari ortaya konmustur (Hamilton et al.,, 2011). ETS
bilesenlerinin tuz stresine karsit duyarli olmalar1 ve ETS’den sizan elektronlarla
bliylik miktarda ROS fretilebildigi disilintildiigiinde, ETS’nin tuz stresinin

olumsuz etkilerinden korunmasi ROS iiretimini azaltacaktir.

Bitki mitokondrisinde kompleks I ve II’den gelen elektronlarin taginabildigi
iki ayr1 yolak bulunmaktadir. Bunlardan ilki sitokrom yolagi, digeri ise alternatif
yolaktir. Tuz stresi altindayken sitokrom yolagmin aktivitesi diiserken, alternatif
yolagin aktivitesi artar veya en azindan sabit kalir (Jolivet et al., 1990; Kong et al.,
2001; Marti et al., 2011). Bu durum, iyonik strese karsi belirgin islevsel bir
farkliligin da ortada oldugunun gostergesidir. Bu farkin en onemli sebebi, iki
yolagin bulunduklar1 ortamlardir. Ubikinon havuzu, zarin i¢inde calisir ve iyonik
tuzlardan, zar sayesinde korunur. Sitokrom C ise zarlar aras1 alanda ¢alisir, zarla
elektrostatik olarak etkilesir ve iyonik stresin zararina daha agiktir. Dolayisiyla
alternatif yolak, sitokrom c yolagi smirli calisirken bir baypass mekanizmasi
olarak caligir.

2.2, Kompleks II (SDH, Siiksinat Dehidrogenaz)

Mitokondriyal kompleks II, mitokondride hem matrikste gerceklesen sitrik
asit dongiisiinde siiksinatin fumarata oksitlenmesini saglaylp hem de mitokondri
ic zarinda siiksinattan gelen elektronlart FAD yoluyla ubikinon havuzuna

aktararak elektron tasinim zinciri ve sitrik asit donglisii arasinda bir bag olusturur.



SDH, tiim Okaryotlarda 4 alt birimden olusmaktadir. Bunlar; flavin alt birimi
(SDH1), demir-kiikiirt alt birimi (SDH2) ve hem zara tutunmayi saglayan hemde
ubikinon baglanma bolgesini bulunduran alt birimlerdir (SDH3-SDH4) (Rutter et
al., 2010; Fuentes et al., 2011). SDH’nin ROS fiiretebildigi erken bir ¢alismayla
ortaya konmustur (Yankovskaya et al., 2003). Ancak SDH tarafindan firetilen
ROS’un sinyal gorevinin ortaya konmasi daha ge¢ olmustur. ilk olarak Leon et al.,
(2007) kompleks II'nin (sdhl-1) flavoprotein mutantlarinda vejetatif sathada ve
ciceklenme safhasinda bitkide bir farklilik olmadigini, tohum olusturma
doneminde, yaban tipe gore %33 daha az ve kisir tohum iiretimi gorildiigiini
bildirmistir. Bagka bir ¢alismada sdh1-1 mutantlarinda ve RNAi yoluyla SDH1-1
miktart azaltilmig bitkilerde normal kosullarda, yaban tipe gore daha fazla
biiylime goriilmektedir (Fuentes et al.,2011). Ayrica sdh1l-1 mutantlarinda stoma
bliylikliigli ve sayist arttigi igin stoma iletkenligi artmakta ve heniiz
belirlenemeyen bir mekanizmayla artan CO> alinimiyla birlikte fotosentetik hiz
artmaktadir. Ancak tohum olusturma safthasinda Leon et al. (2007)’1n bulgularina
benzer sekilde olusan tohumlarin %60°1 mutant alleli tasimakta ve %33 daha az
tohum olusturmaktadir (Fuentes et al., 2011). Baska bir ¢alismada Arabidopsis
thaliana bitkilerinde bir T-DNA mutasyonu sonucunda, salisilik asit
uygulamasiyla goriilen GSTF8 aktivitesinin eksik oldugu goriilmiistiir ve bu
mutasyona “disrupted stress response 17 (dsrl) adi verilmistir. dsrl bitkilerinde
DNA dizilemesinin ardindan mutasyonun SDH’nin SDH1 alt biriminde oldugu
goriilmiistiir. Bu mutasyon sonucunda dsrl bitkilerinin stres altinda daha az
mitokondriyal ROS iirettikleri, fungal ve viriilent patojenlere kars1 daha
savunmasiz olduklarinin gériilmesi ve bunun sebebi olarak GSTF8’in ifadesindeki
azalma yiizlinden viriilent patojen enfeksiyonlarina kars1 yanitsizlik gosterdigini
ortaya koymustur (Gleason et al., 2011). Diger bir ¢alismada ise SDH nin tirettigi
asirt ROS, hiicre boliinmesiyle ilgili siklin (CYC) genleri, siklin bagimli kinaz

(CDK) genlerini ve histon 4 (H4) geni ifadelerini azaltarak bitki kdk ve govde



gelisimini inhibe edebiliyor. Ayrica yarismact bir inhibitér olan malonat
uygulamasi ile SDH kokenli ROS iiretimi azaltildiginda GST smifi genlerden
GSTF5 ve GSTF10 ifadesinin de azaldigi goriilmektedir (Jardim-Messeder et al.,
2015). Bu sonuglardan da goriilebilecegi gibi SDH kokenli ROS’larin hem
bliylime ve gelisme iizerinde hemde stres yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemli
rolii vardir.
2.3. Mitokondriyal ROS (mtROS) ve Uretim Yolaklar

Bitki hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) diyerek tanimladigimiz
molekiiller; siiperoksit (O2 ), 0zon (Os), hidrojen peroksit (H202) , tekli oksijen
( 02 ) ve hidroksil radikali (OH «)dir (Millar et al., 2010; Huang et al., 2016).
Bitki mitokondrisinde ozon ve singlet oksijen radikallerinin {iretimine dair
giivenilir bilgi yoktur ve hidroksil radikalinin ¢ok kisa yarilanma 6mrii Sebebiyle,
bu radikalin hedef bir bilesikle etkileserek sinyal iletiminde gorev almasi zordur.
Bu durum, siiperoksit ve hidrojen peroksit radikallerini mitokondride firetilip
sinyal gorevi gorebilen ROS’lar olarak gorebilmemizi saglar. Siiperoksit,
oksijenin 1 elektronla indirgenmesi sonucu olusur. Mitokondriyal kompleks I, 11
ve III onemli siiperoksit iiretim yerleridir ancak hepsi farkli iiretim hizlar1 ve
diizeni gosterirler.  Bitki calismalari, mitokondriyal ROS’un {iretilme sekli
hakkinda bir fikir verse de (Gleason et al., 2011; Jardim-Messeder et al., 2015),
detayli tiim bilgiler memelilerde yapilan ¢alismalardan gelmektedir (Li et al.,
2003; Guzy et al., 2006; Quinlan et al., 2012). Siiperoksit radikali hiicrede normal
metabolik kosullar altinda tiretilmektedir. Stres altinda veya solunumun herhangi
bir etmenden etkilendigi durumlarda, 6rnegin; azalan ADP miktar1 veya elektron
taginim sisteminin (ETS) inhibe olmas1 gibi, siiperoksit radikali iiretim hiz1 biiyiik

miktarlarda artmaktadir.

Mitokondriyal ETS tarafindan siiperoksit iiretimi, mitokondriyal ETS’yi ve
oksidatif fosforilasyonu baypas edebilen yolaklarla sinirlandirilabilir. Uncoupling

proteinleri (UCP) zardan proton sizintilar1 olusturabilir veya NADH



dehidrogenazlar ve alternatif oksidazlar (AOX) kompleks I, III ve IV’deki
elektron taginimiyla gergeklesen proton pompalanmasini engelleyip, zari asiri
yiiklenmekten korurlar. UCP1‘in tiitiin bitkisinde asir1 ifade ettirilmesiyle bitkide
ROS iiretiminin azaldigi, antioksidan savunma sisteminin uyarildigr ve ¢esitli

abiyotik streslere kars1 direncin arttig1 belirlenmistir (Barreto et al., 2014).

Stiperoksit kendiliginden hidrojen peroksite ve oksijene indirgenebilir.
Ancak bu tepkime mitokondriyal mangan siiperoksit dismiitaz (MnSOD)
varliginda ¢ok daha hizli gergeklesir. Alternatif olarak siiperoksit, nitrik oksit gibi
diger radikallerle veya diger proteinlerin redoks aktif merkezi metal gruplariyla
tepkimeye girebilir. Bu tepkimeler biyomolekiillerle olan tepkimelerden daha
fazla gergeklesir. MNSOD enzimin miktarinin azaltilmasi normal kosullar altinda
dahi kok biiylimesinde azalmaya ve matriksteki tiol redox dengesinin bozulmasina

neden olur (Morgan et al., 2008).

Ozellikle kompleks 1 ve kompleks III, iiretilen ROS’un sinyal gérevleri
oldugu daha once yapilan ¢alismalarla oraya konmustur. Bitkilerde kompleks I’in
trettigi ROS’un gorevi tam olarak heniiz bilinmemekle birlikte, Li et al.,
(2003)’tin bulgularina gore insanlarda mitokondri kompleks I’de asir1 ROS
tiretimi hiicreyi apoptozise siiriiklemektedir. Kompleks I disinda baska bir ROS
tiretim yeri olan kompleks III’te (sitokrom bci kompleksi) iiretilen ROS un ise
insanlarda hipoksia (O2 yetersizligi) yanitlarinda anahtar rol alip, bir
transkripsiyon faktorii (HIF-o) lizerinden gen ifadesinde degisikliklere sebep

oldugu bilinmektedir (Guzy et al., 2006).

2.4, Tuz Stresi ve Mitokondriyal ROS iliskisi
Artmis ROS diretimi, tiim abiyotik streslerin ortak bir etkisi olarak

diisiiniiliir ve bir ¢ok caligsma tuz stresi altinda hiicrede ROS seviyesinin arttigini

belirtmektedir (Borsani et al., 2001; Schwarzlander et al., 2009). Mitokondri,



ETS’deki sizintilarla, hiicrede onemli miktarda ROS firetir. Bunun disinda
mitokondriyal redoks durumu, diger organellerdeki antioksidan kapasiteyi de
diizenleyebilmektedir (Dutilleul et al., 2003; Morgan et al., 2008). Tuz stresi
altinda mitokondriyal ROS iiretiminin artmasindan tuzlulugun ozmotik bileseni
degilde, iyonik bilesenin sorumlu olduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Ciinkii
indirgenme-yiikseltgenmeye hassas yesil floresan protein (GFP) miktari, mannitol
stresine gore tuz stresi altinda daha fazladir (Schwarzlander et al., 2009 ).
Literatiirde, Arabidopsis’in mitokondri yapist ve islevinin, tuz direnci
mekanizmalart agisindan Onemli olduguna dair bircok yaym bulunmaktadir.
(Wang et al., 2004; Smith et al., 2009). Dahasi, tuza direngli genotiplerin, hassas
olanlara gore daha giicli bir mitokondriyal antioksidan savunmaya sahip
olduklarina ve tuz stresinin mitokondriyal antioksidan savunma sistemini
tetikledigine dair cok degerli kanitlar bulunmaktadir. Biri direncli diger hassas
olan iki bugday varyetesiyle yapilan bir deneyde, tuza direngli olan varyetede
MnSOD’un bir izoformunun 6zellikle yiiksek diizeyde ifade oldugu, AOX’un ise
normal kosullar altinda bile daha yiiksek diizeyde bulundugu ve hassas varyetede
bu iki durumun da gorilmedigi ortaya koyulmustur (Jacoby et al.,, 2010).
Mitokondriyal antioksidan savunma ve tuz direnci arasindaki baglantinin bir
agiklamasi; saglam bir mitokondriyal ROS savunmasinin stres altinda solunum
zincirinde daha gii¢lii bir elektron akisi ile agiklanabilir. Bu agiklama ROS’un
belirli mitokondriyal proteinlere hasar verdigi ve tuz stresi sirasinda iyon atilmasi,
ozmotik dengelenme ve vakuolde depolama i¢in biiyiik miktarlarda ATP gerektigi
gercekleriyle desteklenmektedir (Verniquet et al., 1991; Sweetlove et al., 2002).
Tuz stresi altinda diismiis solunum hizlar1 genellikle biitiinliigii bozulmamis
dokularda ve izole mitokondrilerde Ol¢iilmektedir ve ROS hasarinin bu diisiislere
etkisi ¢ok olasidir. Dolayisiyla saglam bir antioksidan savunma, bu tiir

azalmalarin Oniine gecebilir.



Tuz stresi direnci ve mitokondriyal ROS savunmasi arasindaki giiglii bagin
gostergelerinden biri de; mitokondride iiretilen ROS sinyallerinin, tiim bitkinin
ROS kapasitesini ve tuz stresi altinda hiicre o6limii veya hayatta kalma
sinyallemesini yonetmesidir. Mitokondriyal retrograd sinyallemesi calismalari
kesin olarak ortaya koymustur ki kompleks I, MnSOD ve Hsp22 gibi 6nemli
mitokondriyal proteinlerdeki bozulmalar diger organelleri de etkilemektedir
(Dutilleul et al., 2003; Morgan et al., 2008; Rhoads et al., 2005). Tuz stresi ve
ozmotik stres, HxO2’ye yamit verebilen gen grubunun i¢inde farkh
transkripsiyonel yanitlar ortaya g¢ikarlar (Miller et al., 2010). Bu durum, tuz
stresinin iyonik bileseninin kendine 6zgii bir ROS parmakizi oldugunu gosterir.
Mitokondrinin, hiicresel H202. ve Oz havuzuna katkis1 kesin olarak ol¢iilemez
ancak ROS hasarina ugramis mitokondriyal proteinlerden elde edilen peptitler,
0zel retrograd sinyalleri niikleusa tasiyabilirler (Moller and Sweetlove 2010).
Dolayistyla, tuz stresi altinda miktar1 degisen proteinlerin listesi, bize tuz stresine
ozel, peptidler seklinde retrograd sinyaller olusturmak ic¢in parcalanan aday
proteinler hakkinda bilgi saglayabilir.

2.5. Malonat
Malonat, SDH’nin substrat1 olan siiksinatin yapisal bir analogudur (Sekil

2.2).

HO on . Mo‘

Sekil 2.2 Siiksinat (solda) ve malonat (sagda).

Malonat ayrica bir SDH inhibitoriidiir ve substratla, enzimin aktif merkezine
baglanmak i¢in yarisir. Enziminin aktif merkezine baglandiginda ise SDH’nin
dogal substratina baglanmasini engeller. Enzimin elektron almasini engelleyip,

onu yiikseltgenmis halde tutar. Boylece SDH kaynakli ROS iiretimini azaltmis
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olur. Diisiik dozlarda (100uM) oksijen tiikketimini azaltmadan ROS {iretimini
azaltabilirken, yiiksek dozlarda (500uM ve iizeri) hiicrenin oksijen tiiketimini ¢ok

fazla azalttig1 i¢in hiicrenin ve bitkinin 6liimiine neden olur.

Tuz stresi sirasinda ve sonrasinda SDH’nin aktivitesinin inhibe edilmesinin
(i) bitki biiytime ve gelismesine, (ii) hiicresel redoks diizenlenmesine, (iii)
hiicresel antioksidan kapasitesine etkileri hakkinda literatiirde bir bilgi
bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda model bitki olan Arabidopsis

thaliana’ da;

1- Tuz stresi (50 mM ve 100 mM NaCl) sirasinda 100uM malonat
uygulamasiyla SDH aktivitesi inhibe edilen bitkilerde biiyiime
parametrelerindeki  ve antioksidan kapasitesitedeki ~ degisim
belirlenerek kompleks II kaynakli mitokondriyal ROS iiretiminin tuz
stresi sirasinda bitki performansina etkisinin ortaya konmasi
amagclanmistir.

2- Tuz stresi sonrasindaki iyilesme siirecinde 100uM malonat
uygulanmasiyla  bliyime parametrelerindeki ve  antioksidan

kapasitesindeki degisimlerin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu amaglara uygun olarak 14 giinliik A. thaliana bitkilerine, 7 giin boyunca 50-
100 mM NacCl uygulamasi ve bu gruplarin 100 pM malonat ile kombinasyonlari
uygulanmistir.  Iyilesme (recovery) denemesinde ise tuz stresinin iyilesmesi
amaciyla 7 gilin boyunca bir grup bitki normal kosullara alinmig olup diger gruba
ise sadece malonat uygulanmaya devam edilmistir. Denemeler sonrasi hasat
edilen bitkilerde biiylime parametreleri ve antioksidan enzim (siiperoksit dismutaz
(SOD) , katalaz (CAT), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX))
aktiviteleri ile NADPH oksidaz aktivitesi, prolin miktari, lipid peroksidasyonu

miktar1 parametreleri belirlenmistir.



11

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Tohumlarmm Temini
Calismamizda, kendi tohum stogumuzda bulunan Arabidopsis thaliana

(Col) ve Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)’den temin edilen
kompleks 1I (siiksinat dehidrogenaz) SDHI alt birimi mutanti bitkiler
kullanilmustir.
3.2. Tohumlarin Sterilizasyonu

Tohumlar %70 etanol’ de yiizey sterilizasyonuna 1 dk. maruz birakildiktan
sonra 5 kez steril deiyonize su ile yikandi. Sonrasinda ise 10 dk. % 4 sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi ile ylizey sterilizasyonuna maruz birakildiktan sonra 5 defa
steril deiyonize su ile yikanmasi1 ger¢eklestirildi.
3.3. Tohumlarm Ekimi

Tohumlar 2 giligte Hoagland besin ¢ozeltisi bulunan hidroponik ortam
iceren, siyah renkli tanklarda, ortalama 21°C sicaklikta ve 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik seklinde 151k goren sera kosullarinda yetistirilmistir.
3.4. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Deneme Deseni

Tuz stresi i¢in 100 mM NaCl, enzim inhibisyonu i¢in ise 100pM malonat

uygulanmustir. 2.haftanin sonundan itibaren, 4.haftanin sonuna kadar 7 giinde bir

kok ve yaprak Ornekleri almmstir. Aliman Ornekler analiz igin -80°C’de

saklanmugtir.
C Kontrol
50N 50 mM NaCl
100N 100 mM NaCl
100M 100 uM malonat
S0N+100M 50 mM NaCl+100 pM malonat
100N+100M 100 mM NaCl+100 uM malonat

Sekil 3.1 Deneme desenindeki gruplar
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3.5. Fizyolojik Parametreler

3.5.1. Biiyiime parametreleri
Tuzluluk uygulamasindan sonra her gruptan rastgele 4 bitki secilip bu

bitkilerin govde ve koklerinin boylar1 cetvelle Olgiilecek ve yas agirliklar

belirlenecektir.

3.5.2. Bagil biiyiime hiz1 (RGR)
Tuzluluk uygulamasindan sonra her gruptan rastgele 4 bitki secilecek ve bu

bitkilerin gévde ve kok yas agirliklart belirlenecektir. Bu drnekler sonra 70°C’de

72 saat etiivde bekletilecek ve sonrasinda kuru agirliklar belirlenecektir.

3.5.3. Bagil su icerigi (RWC)
Tuz stresi uygulanan bitklerin her grubundan yaklasik es boyutlarda

yapraklar alinarak yas agirliklar1 6l¢iilecek ve sonrasinda 6 saat deiyonize suda
bekletilip turgorlu hale gelmeleri saglanacaktir. Tartilan yaprak ornekleri daha
sonra 70°C’de etiivde 72 saat bekletilip kurutulacak ve kuru agirliklart
belirlenecektir. Tiim gruplara ait 6rneklerin bagil su igerikleri asagidaki formiile

gore belirlenecektir:

Bagil su igerigi (%) = [(Yas agirhik — Kuru agirlik) / (Turgorlu agirhk — Kuru
agirlik)] x 100
3.6. Biyokimyasal Parametreler

3.6.1. Lipid peroksidasyonu

Yapraklardaki lipit peroksidasyonu Madhava Rao ve Sresty (2000)' e gore
tiobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) igerigi belirlenerek oOl¢lilmiistiir.
TBARS konsantrasyonu 532 nm ve 600 nm‘de 6l¢iilen absorbans degerlerine gore
hesaplanmistir. 600 nm*de Sl¢iilen absorbans spesifik olmayan turbiditedir ve 532
nm‘ de Ol¢iilen absorbanstan ¢ikartilarak gercek TBARS miktar1 belirlenir.
TBARS miktar1 hesaplanirken ekstinksiyon katsayist 155 mM?* cm?

kullanilmustir.
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3.6.2. Antioksidan enzim ekstraksiyonu ve aktivite analizleri

Bu asamadaki biitiin islemler proteaz aktivitesini minimum seviyede tutmak
icin 4 °C' de gergeklestirilmistir. Protein ve enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi
icin 0,1 gr yaprak veya kok ornegi ilk olarak sivi azotta ezilerek toz haline
getirilmistir. Bunun ardindan 0,5 ml ekstraksiyon tamponunda (50 mM Tris-HCI
pH 7.8, 0,1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0,2% (v/v) Triton-X100,
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and 2 mM dithiothreitol (DTT))
homojenize edilmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi analizi i¢gin homojenizasyon
tamponuna 5 mM askorbik asit eklenmis ve DTT vyerine %2 (w/v) PVPP
kullanilmigtir. Homojenizasyonun ardindan 6rnekler 10000 g' de 5 dk. santrifiij
edilmistir. Bu asamadan sonra elde edilen siipernatantlar protein miktari ve enzim
aktivitesi belirlenmesinde kullanilmistir. Analizler sirasinda oOrneklerin tekrar
tekrar donup ¢oOziilmesini engellemek icin elde edilen siipernatant ayri

ependorflara pay edilerek saklanmigtir.

3.6.3. Protein miktarinin belirlenmesi

Protein miktar1 Bradford (1976)¢ a gore belirlenmistir. Ol¢iim Coomassie
Brilliant Blue G-250 boyasmin asidik sartlarda proteine baglandiginda kirmizi
ve/veya yesil formundan maviye donlismesine dayanmaktadir. Bu mavi renk
olusumu 595 nm‘ de Slglilmiistiir. Standart olarak bovine serum albumin (BSA)
kullanilmistir. Standart araligi 0,02 — 0,2 mg/ml‘dir. Bitki ekstraktlarinin protein

miktarlar elde edilen bu standart ile karsilastirilarak hesaplanmistir.

3.6.4. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz (CAT (EC 1.11.1.6)) aktivitesi, Bergmeyer (1970)' e gore H202 '
nin siipliriilmesinin 240 nm' de absorbansda yol ag¢tig1 azalmanin izlenmesi ile

tespit edilmistir. Reaksiyon karistmi 0.1 mM EDTA ve %3 H20: igeren 50 mM
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sodyum fosfat (pH 7,0) tamponudur. Enzimin, 1 mg total protein basina dakikada
stiptirdiigiic pmol H2O2 miktari, 1 U (umol H20, mg protein-1 min-1) olarak

hesaplanmustir.

3.6.5. Peroksidaz (POX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX (EC 1.11.1.7)) aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973)‘e gore
belirlenmistir. Yontem reaksiyon karigimindaki 3,3'-diaminobenzidine-tetra
hidroklorid dihidrat (DAB)‘in ekstrakttaki peroksidazlar tarafindan H.O2‘ yi
siipiirmek i¢in substrat olarak kullanilmasi ve buna bagli renk olusumunun
Ol¢iimiine dayanir. Reaksiyon karistmi DAB, 9%0,1 (w/v) jelatin, %0,6 H20>
iceren 150 mM sodyum fosfat sitrat tamponudur (pH 4,4). 465 nm' deki absorbans
3 dk. boyunca gozlenmistir. Enzimin, 1 mg total protein basina dakikada
oksitledigi DAB miktari, 1 U (umol DAB mg protein! min?) olarak

hesaplanmustir.

3.6.6. NADPH oksidaz (NOX) aktivitesinin belirlenmesi

NADPH oksidaz aktivitesi Jiang and Zhang (2002)‘ye gore belirlenmistir.
Reaksiyon karisimi1 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.5), 0.5 mM XTT, ve 100 uM
NADPH ig¢ermektedir. 470 nm‘de XTT* nin rediiksyonu izlenmistir. Reaksiyon
dis1 olusabilecek renk degisiminin belirlenmesi igin 50 U SOD kullanilmistir. O?-

iiretimi 2.16x104 M cm™ ekstinksiyon kat sayis1 kullanilarak hesaplanmustir.

3.6.7. Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX (EC 1.11.1.11)) aktivitesi Nakano and Asada
(1981)'e gore belirlenmistir. Olgiim, askorbatin oksitlenmesine bagli olarak 290
nm’deki absorbansin azalmasinin izlenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi
0,1 mM EDTA, 0,1 mM H202 ve 0,5 mM Askorbat iceren 50 mM potasyum

fosfat tamponudur (pH 7,0). Oksitlenen askorbat miktari, ekstinksiyon katsayisi
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2,8 mM™* cm™ kullanilarak hesaplanmistir. Enzimin, 1 mg total protein basina 29

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

olarak hesaplanmuistir.

3.6.8. Antioksidant enzimlerin izoenzim tayini

Orneklerden elde edilen protein ekstraktlar1 denaturasyona sebep olmayan
kosullarda (SDS igermeyen) poliakrilamid jel elektroforezinde (Native-PAGE)
ayrilmis ve arastirilan enzimlere O6zel boya soliisyonlariyla boyanmistir.
Orneklerin  hazirlanmasinda aktivite analizlerinde kullanilan ekstraksiyon
prosediirii  kullanilmistir.  Native-PAGE Laemmli (1970)'e gore SDS
kullanilmadan yapilmastir.

Jeller Vilbert Lourmat jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve Bio-

Capt yazilim1 kullanilarak bant yogunluklari analiz edilmistir.

3.6.9. Siiperoksit dismutaz (SOD) izoenzim tayini

Ornekler %12.5” lik ayirma (separating) ve %4 liik hizalama (stacking)
jelinde elektoforetik ayrima maruz birakilmistir. Her kuyucuga c¢imlenen
embriyolar i¢in 20 pg ve c¢imlenmeyen embriyolar icin 40 pg protein
yiiklenmistir. SOD boyamasi, Beauchamp ve Fridovich’e (1971) gore riboflavin
ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyasi ile belirlenmistir. Riboflavin 1sikla birlikte
stiperoksit anyonu (O27) tiretme Ozelligine sahiptir, iretilen O~ NBT’ yi
oksitleyerek mavi-mor renkte formazan olusumuna sebep olur. Boyamanin
prensibi jel iizerinde SOD lokalize olmus bolgelerde NBT oksitlenmesinin
inhibisyonu ile beyaz bantlar olugsmasinin saglanmasidir. Jeller 60 dk karanlikta
boya soliisyonunda bekletildikten sonra 1s1k altinda ¢alkalanarak bantlarin

olusmasi beklenmistir.

SOD’ un izoenzim tipleri Vitéria et al. (2001)’ e gore boya soliisyonuna
inhibitorler eklenerek belirlenmstir. Cu/ZnSOD inhibisyonu i¢in 2 mM KCN,
Cu/ZnSOD ve FeSOD inhibisyonu i¢inde 3 mM H20; kullanilmistir. MnSOD

aktivitesi her iki inhibitorden de etkilenmemektedir.



16

3.6.10.Peroksidaz (POX) izoenzim tayini

Proteinlerin ayrimi i¢in %10"' luk ayirma jeli ve %4’ lilk hizalama jeli
kullanilmistir. Her kuyucuga 20 pg protein yiiklenmistir. POX izoenzimlerinin
boyanmasi Seevers et al. (1971)” e gore yapilmistir. Boya soliisyonu 1.3 mM
DAB ve %3 H20; igeren 200 mM sodyum asetat tamponudur (pH 5.0). Boyama
peroksidaz enzimlerinin bulundugu bolgelerde DAB’in  oksitlenmesi ile
kahverengi bantlar olusmasi ile gerceklesir. Elde edilen jeller %7’ lik asetik asitte

fikse edilmistir.

3.6.11.H20; miktar1 tayini

H202 miktar1 Cheeseman (2006)’nin yontemine gore bazi degisiklikler
yapilarak belirlenmistir. Standart H20O. analizinde 25 mM H.SO4 (Siilfirik asit)
icinde; 100 uM D-Sorbitol, 250 uM ferrous amonyum siilfat (Amonyum demir(II)
sulfat heksahidrat) ve 100 uM xylenol orange ¢oziilmektedir. Bu yontemde i¢inde
ferrous amonium sulphate/xylenol orange bulunan eFOX tamponuna %1 etil
alkol (EtOH) eklenmistir. Analizde kullanilacak 6rnekler analize kadar sivi azot
icinde muhafaza edilmistir. Eger 6rnekler, -80 °C veya -20 °C derecede saklanirsa
H202 miktarinda kisa siirede cok biiyiikk (%60) kayiplar goriilebilmektedir
(Cheeseman, 2006). 0,1 g yaprak 6rnegi siv1 azotla toz haline getirilip sonra soguk
aseton (-20 °C) ile hazirlanmis 25 mM H2SOs ile homojenize edilmistir.
Homojenatlar 4000 g’ de 4 °C’ de 5 dk. santrifiij yapilmistir. Elde ettigimiz
stipernatanttan 50 ul alinip, tstiine 1 ml eFOX tamponu eklenmistir. Elde edilen
karisim en az 15 dakika bekletildikten sonra 550 ve 800 nm dalga boyunda

absorbans 6l¢iiliip, sonuglar absorbanslarin fark: alinarak bulunur.
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4. BULGULAR
4.1. Fizyolojik Parametreler

4.1.1. Uygun malonat derisimi

Deneylerimizde, 0 uM, 50 uM, 100 uM, 250 puM, 500 uM ve 1 mM
derisimlerde malonat uygulanmis bitkilerde, biiyiime parametreleri 6lglildiiglinde;
50 uM malonat (50MA grubu) derisiminde, kontrol grubuna gore biiyliimede artis
goriilmustiir (Sekil 4.1.A-F). Biiyiimedeki artis govde yas agirliginda 2 kat (Sekil
4.1.C), kok yas agirliginda ise 3 kattan fazladir (Sekil 4.1.D). Bu farklar govde
kuru agirhginda 3 kat, kok kuru agirhiginda ise 5 kattir (Sekil 4.1.E ve .F).
Inhibitér derisimi 100 pM’a (L0OMA grubu) ¢ikarildiginda ise kontrol grubuna
gore govde uzunlugundaki artis Onemsizken (Sekil 4.1.A), govde vyas
agirhginda %60 artis gorilmiistiir (Sekil 4.1.C). Aynmi grupta, govde kuru
agirhginda ise %87 artig gorilmistir (Sekil 4.1.E). Kok boyundaki artig
onemsizken (%5), kok yas agirliginda 1.5 kat, kok kuru agirligindaki artis ise 3
kattir. Malonat derisimini 250 puM’a (250MA grubu) cikarildiginda govde
boyunda %14 azalma goriilirken govde yas agirhiginda %30, govde kuru
agirhginda %64 artis goriilmiistiir. 250 pM malonat uygulanan bitkilerde, kok
boyunda %18’lik bir azalma goriiliirken (Sekil 4.1), kok yas agirliginda 2 kat, kok
kuru agirliginda 1.9 katlik bir artis goriilmektedir (Sekil 4.1). Uygulanan derigim
2 katina ¢ikarildiginda ise (500uM, 500MA grubu) tiim biiyiime parametrelerinde
Oonemli disiisler goriilmiistiir (Sekil 4.1). Bu sonuglarin 1s1¢inda, daha sonraki
denemelerde biiyiimeyi inhibe etmeyen en yiiksek konsantrasyon olan 100 uM

malonat kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.1 Farkli derisimlerde malonat (MA) uygulanmis uygulama gruplarinin fizyolojik
parametreleri. Uygulama gruplari: (K) Kontrol, (50MA) 50 uM Malonat, (100MA) 100 uM
Malonat, (250MA) 250 uM Malonat, (500MA) 500 uM Malonat. (A) gévde uzunlugu, (B) kok
uzunlugu, (C) gdvde yas agirlik, (D) kok yas agirlik, (E) govde kuru agirlik, (F)kok kuru agirlik.

4.1.2. Tuz stresi sirasinda SDH’nin inhibisyonu
Deneyimizde, tuz stresi sirasinda SDH’nin aktivitesindeki azalmanin stres

altindaki bitkiye etkilerini gérebilmek i¢in, 2 haftalik olan bitkilere 50 veya 100
mM NaCl (50N ve 100N gruplar1) ve 50 mM NaCl-100 uM malonat (50N+MA)
ve 100 mM NaCl-100 pM malonat (I00N+MA) kombinasyonlari seklinde
uygulama yapilmistir. 1 haftalik uygulamanin sonucunda NaCl uygulanmis
gruplarin biiyiime performanslarinda doza bagh diisiisler gozlenmistir. Ancak hem
malonat hemde NaCl uygulanmis gruplarda kok- — govde yas ve kuru
agirliklarda sadece NaCl uygulanan gruplara gore belirgin iyilesmeler
belirlenmistir  (Sekil 4.2). Govde yas agirhiginda, kontrole gore 50N
grubunda %33, 100N grubunda ise %50 diisiis goriilirken 100MA grubundaki
degisim istatistiksel olarak o6nemli degildir (Sekil 4.2.A). 50N+MA
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grubunda %18’lik bir diisiis goriiliirken 100N+MA grubunda %52’lik bir diisiis
goriilmistiir. Govde yas agirligi SON grubuna gére SON+MA grubunda %26 artig
gosterirken, 100N grubuna goére 100N+MA grubunda belirgin bir degiliklik
goriilmemistir (Sekil 4.2.A). Govde kuru agirliklart ise 50N grubuna gore
50N+MA grubunda %10 artis gostermistir (Sekil 4.2.C). Kok yas agirliginda SON
grubuna gore SON+MA grubunda degisim istatistiksel olarak anlamsizken, 100N
uygulanan grubuna goére 100N+MA grubunda %8 artis gbzlenmistir (Sekil 4.2.B).
Kok kuru agirhigr ise S0N  grubuna gore 50N+MA grubunda %47 artis
gosterirken, 100N grubuna gére 100N+MA grubunda %40 artis gostermistir
(Sekil 4.2.D).
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Sekil 4.2 Tuz, malonat ve tuz+malonat kombinasyonlar1 uygulanmis gruplarin fizyolojik
parametreleri. Uygulama guplart: (K) Kontrol, (50N) 50 mM NaCl, (100N) 100 mM NacCl,
(100MA) 100 uM Malonat, (SON+MA) 50 mM NaCl+100 uM Malonat, (100N+MA) 100 mM
NaCl+100 pM Malonat. (A) govde yas agirlik, (B) kok yas agirlik, (C) govde kuru agirlik, (D) kok
kuru agirlik.

4.1.3. SDH inhibisyonunun tuz stresi sonrasi iyilesme (recovery)
siirecine etkisi
Tuz stresi sonrasi, ortam kosullar1 normale dondiiglinde bitkiler iyilesme

(recovery) donemine girerler. Bu siiregte hiicrenin artik ihtiyaci olmayan biiyiik

bir protein, karbohidrat ve uyumlu ozmolit havuzu vardir. Bu durum, stres altinda
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biriktirilen tiim bilesiklerin katabolizmas: sirasinda hiicrenin iizerinde biiyiik bir
yiik olusturur (Millar et al., 2009). Bu nedenle, deneyimizde iyilesme doneminde
SDH’1n malonatla inhibe edilmesinin fiyolojik parametrelere etkisini gérmek igin,
7 giin boyunca 100 mM NaCl uygulanmis bitkiler, sadece Hoagland besin
cozeltisiyle (tuzsuz ortam) (R grubu) ya da Hoagland besin ¢ozeltisi + 100 uM
malonat (R+MA grubu) ile 7 giinliik iyilesme dénemine birakilmistir (Sekil 4.3).
Bu dénemin sonunda; R+MA grubunun gévde boyu, R grubuna gore %8 daha
fazla biiyiime gostermistir (Sekil 4.3.A). Govde yas agirligt R+MA grubunda, R
grubuna gore %17 fazladir. (Sekil 4.3.B). Kok yas agirliginda R+MA grubunda, R
grubuna gore %16 fazla biiylime goriiliirken (Sekil 4.3.C), kok kuru agirliginda
ise R+MA grubunda, R grubuna gore %12 fazla biiylime kaydedildi (Sekil 4.3.D).
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Sekil 4.3 Tuz stresi sonrasi iyilesme (recovery) periyotunda SDH inhibisyonunun fizyolojik
parametrelere etkisi. Uygulama gruplari (K) Kontrol, (R) Iyilesme, (R+MA) Iyilesme+malonat.
(A) govde boyu, (B) govde yas agirlik, (C) kok yas agirlik, (D) kdk kuru agirlik.
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4.2. Enzim ve izoenzim Aktiviteleri

4.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve izoenzim deseni

NaCl ve NaCl+malonat uygulanan bitkilerde kontrol grubuna kiyasla,
sadece 50N grubunda SOD aktivitesi %18 artarken, 100N grubunda %20, 100MA
grubunda %26, 50N+MA grubunda %25 ve 100N+MA grubunda %17 azalmistir.
Uygulama gruplarinin tamaminda SOD aktivitesi kontrol grubundan azdir. SON
grubuna kiyasla 50N+MA grubunda SOD aktivitesinde %36’lik bir diisiis
goriilmiistiir. (Sekil 4.4)

Tiim uygulama gruplarinda 1 MnSOD, 2 FeSOD ve 2 Cu/ZnSOD olmak
tizere 5 SOD izozimi tanimlanmistir. MnSOD izozim aktivitesi kontrole gore tiim
uygulama gruplarinda artigmistir. SON grubunda %86, 100N grubunda %79,
100MA grubunda %12, 50N+MA grubunda %51, 100N+MA grubunda ise %70

artis gorilmiistiir.

FeSOD1 izozim aktivitesi, kontrole gore 50N grubundaki degisim
istatistiksel olarak oOnemli degilken, 100N grubunda %40’lik bir disiis
gorilmistir. 100MA grubunda kontrole gore %25°lik bir diislis goriiliirken,
50N+MA grubunda %33, 100N+MA grubunda %54’liik bir diisiis kaydedilmistir.
FeSOD1 aktivitesi 50N grubuna gére SON+MA grubunda %35, 100N grubuna
gore 100N+MA grubunda %24 diismiistiir.

FeSOD2 izozim aktivitesinde kontrole gore 50N grubunda %15, 100N
grubunda %25, 100MA grubunda %40, 50N+MA grubunda %9 ve 100N+MA
grubunda %37 diisiis kaydedilmistir. FeSOD2 aktivitesinde SON+MA grubunda,
50N grubuna gore %8 artis gosterirken, 100N+MA grubunda 100N grubuna

gore %16 diislis goriilmiistiir.

Cu/ZnSOD1 izozim aktivitesi, kontrole gére SON grubunda %17 artarken,
100N grubunda %26, 100MA grubunda %21, 50N+MA grubunda %25 ve
100N+MA grubunda %11 azalmistir. Cu/ZnSOD1 aktivitesi SON+MA grubunda
50N grubuna gore %36 azalirken, 100N+MA grubunda 100N grubuna
gore %20°1ik bir artig goriilmistiir.
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Cu/ZnSOD?2 izozim aktivitesi, kontrole gore SON grubunda %13,5 artarken,
100N grubunda %29, 100MA grubunda %35, 50N+MA grubunda %40,5 ve
100N+MA grubunda %?24,5 azalma gostermistir. Cu/ZnSOD?2 aktivitesi SON+MA
grubunda 50N grubuna gore %48 azalirken, 100N+MA grubunda 100N grubuna
gore %6,5’luk bir artig gostermistir.

SON 100N

A 100N 100MA :MA +MA

K 50N

MnSOD

FeSOD1
FeSOD2

Cu/ZnSOD1
Cu/ZnSOD2

BERREE

SOD izoenzim aktivitesi (Bagil birim) s

Kontrol S0N 100 N 100 MA SON+MA 100N+MA

EMnSOD ®FeSOD1 mFeSOD2 ®mCu/ZnSOD1 = Cu/ZnSOD2

2,5 -
1,5
1
0,5 -
0

100MA SON+MA 100N+MA

Sekil 4.4 7 giin uygulama yapllmls gruplardakl SOD izozim aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama
gruplart: Kontrol (K), 50 mM NaCl (50N), 100 mM NacCl (100N), 100 uM Malonat (100MA), 50
mM NaCl+100 uM Malonat (50N+MA), 100 mM NaCl+100 pM Malonat (100N+MA). Her
kuyucuk 50pg protein icermektedir. Std: 0.5 U bovine karacigeri SOD standarti.
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4.2.2. Peroksidaz (POX) aktivitesi

50N ve 100N gruplarinda POX aktivitesinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak onemsiz degisiklikler olmustur. I00MA grubunda %35’lik bir
azalma goriiliirken, SON+MA grubunda %49’luk bir artig ve 100N+MA grubunda
ise %24’lik bir azalma kaydedilmistir. POX aktivitesinde SON+MA grubunda
50N grubuna gore %55°lik bir artig gortliirken, 100N+MA grubunda 100N
grubuna goére %24°liik bir azalma kaydedilmistir (Sekil 4.5).

2,5 -
2 -
15 -
1 -

0,5 -
0

100MA 50N+MA  100N+MA

Total POX aktivitesi (U)

Sekil 4.5 7 giin uygulama yapilmis gruplardaki total POX aktivitesi. Uygulama gruplari: Kontrol
(K), 50 mM NacCl (50N), 100 mM NaCl (100N), 100 uM Malonat (100MA), 50 mM NaCl+100
wM Malonat (50N+MA), 100 mM NaCl+100 pM Malonat (100N+MA) (p<0.05).

Tuz stresinden sonraki iyilesme (recovery) doneminde bitkilerde POX
aktivitesi, kontrol grubuna gére R grubunda %40 artarken, R+MA grubundaki
degisim istatistiksel olarak Onemsizdir. R+MA grubunda POX aktivitesi R
grubuna gore %27 azalmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 (K) Kontrol, (R) Iyilesme, (R+MA) Iyilesme+malonat gruplarinin total POX aktivitesi
(p<0.05).

4.2.3. NADPH oksidaz (NOX) aktivitesi ve izozim deseni

Tuz stresi sirasinda total NOX aktivitesi tiim uygulama gruplarinda, kontrol
grubuna gore artig gostermistir. SON, 100N, 100MA ve 5S0N+MA gruplarindaki
degisimler istatistiksel olarak Onemsizdir. Kayda deger tek artis 100N+MA
grubunda %8 olarak goriilmistiir (Sekil 4.7.C)

Calismamizda 3 adet NOX izozimi belirlenmigtir. NOX1 aktivitesi SON,
100N ve 100MA gruplarinda diismiis, SON+MA ve 100N+MA gruplarinda
artmistir ancak bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir. NOX1 aktivitesi
50N+MA grubunda 50N grubuna gore %8 ve 100N+MA grubunda 100N grubuna
gore %8 artig goriilmiistiir (Sekil 4.7.B).

NOX2 aktivitesinin, kontrol grubuna gore SON ve SON+MA gruplarinda
gosterdigi degisim istatistiksel olarak anlamli degilken, 100N grubunda %10,
100MA grubunda %13 ve 100N+MA grubunda %10 arttig1 goriilmistiir. NOX2
aktivitesinin SON ve 100N gruplarina gére SON+MA ve 100N+MA gruplarindaki
degisimleri istatistiksel olarak anlamsizdir (Sekil 4.7.B).

NOX3 izozim aktivitesinin uygulama gruplar1 arasindaki degisimleri

istatistiksel olarak anlamsizdir (Sekil 4.7.B).
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Sekil 4.7 7 giin uygulama yapilmig gruplardaki total NOX ve NOX izozim aktiviteleri, Native-
PAGE. Uygulama gruplari: Kontrol (K), 50 mM NaCl (50N), 100 mM NaCl (100N), 100 uM
Malonat (100MA), 50 mM NaCl+100 pM Malonat (50N+MA), 100 mM NaCIl+100 uM Malonat
(100N+MA). Her kuyucuk 50pg protein igermektedir.
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4.2.4. Katalaz (CAT) aktivitesi ve izozim deseni

CAT aktivitesi, tuz stresi sirasinda, tim wuygulama gruplarinda artis
gostermistir. SON ve 100N gruplarinda, kontrole gore, %18 ve %32 artis
goriilmiistiir. En biiyiik artis I00MA grubunda %38 olarak belirlenmistir. Tuz
stresine ek olarak MA uygulanan 50N+MA grubunda sadece sadece tuz stresi
verilen 50N grubuna gore %10 artis goriiliirken, 100N+MA grubundaki 100N

grubuna gore degisim istatistiksel olarak anlamsizdir (Sekil 4.8.C).

Calismamizda 2 adet CAT izozimi belirlenmistir. CAT1’in tiim uygulama
gruplarinda, kontrole gore arttig1 goriilmiistiir. Bu artig; SON grubunda %22, 100N
grubunda %69, 100MA grubunda %86, 50N+MA grubunda %45 ve 100N+MA
grubunda %353 olarak kaydedilmistir. Tuz stresine ek olarak MA uygulanan
50N+M grubunda sadece sadece tuz stresi 50N grubuna goére %19 artis
goriiliirken, 100N+MA grubunda ise sadece sadece tuz stresi uygulanmis 100N
grubuna gére CAT aktivitesinde %10 azalma goriilmiistiir (Sekil 4.8.B).

CAT2 izozim aktivitesi tiim uygulama gruplarinda, kontrol grubuna gore
artmistir. Bu artis; SON grubunda %16, 100N grubunda %14, 100MA
grubunda %15, 50N+MA grubunda %23.5 ve 100N+MA grubunda %14’tiir.
CAT2 aktivitesinin sadece tuz uygulanmis 50N ve 100N gruplarmma gore
S50N+MA ve 100N+MA gruplarindaki degisimleri istatistiksel olarak anlamsizdir
(Sekil 4.8.B)
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Sekil 4.8 7 giin uygulama yapilmis gruplardaki CAT izozim ve total CAT aktiviteleri, Native-
PAGE. Uygulama gruplari: Kontrol (K), 50 mM NaCl (50N), 100 mM NaCl (100N), 100 uM
Malonat (100MA), 50 mM NaCl+100 uM Malonat (50N-MA), 100 mM NaCIl+100 uM Malonat
(100N-MA). Her kuyucuk 50pg protein igermektedir. (p<0.05).
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Tuz stresi sonrasi iyilesme doneminde ise, R grubunda CAT aktivtesi
kontrol grubuna gére %13 azalmustir. Iyilesme periyotuna ek olarak 100 uM MA
uygulanan R+MA grubundaki degisim kontrole  gore istatistiksel olarak
anlamsizdir. CAT aktivitesinde R grubuna gére R+MA grubunda % 9’luk bir
artg gorilmistiir (Sekil 4.9).

0,6
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02

Total CAT aktivitesi (U)

01

Sekil 4.9 7 giin uygulama yapilmis gruplardaki total CAT aktivitesi. Kontrol (K), Iyilesme (R),
Iyilesme+malonat (R+MA) (p<0.05).

4.2.5. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi

APX aktivitesi, kontrol grubuna gore, tuz stresi siiresince tiim uygulama
gruplarinda artis gostermistir. Sadece tuz uygulanan 50N ve 100N gruplarinda
strastyla %45 ve %76 artis gortilmiistiir. 100MA grubundaki artis %28’dir. Tuz
stresine ek olarak 100 uM MA uygulanan gruplardan 5S0N+MA grubunda, 50N
grubuna gore, %8 artig goriliirken, 100N+MA grubunda, 100N grubuna
gore, %15 azalma goriilmistiir (Sekil 4.10)



29

o
-
w
J

wlill

100MA S50N+MA  100N+MA

Total APX aktivitesi (U)
(=] o o o (=] (=] o
M w e L W ®
1 ] 1 1 1 1

o
[
!

Sekil 4.10 7 giin uygulama yapilmis gruplardaki total APX aktivitesi, Uygulama gruplari: Kontrol
(K), 50 mM NaCl (50N), 100 mM NacCl (100N), 100 uM Malonat (L00MA), 50 mM NaCl+100
uM Malonat (50N+MA), 100 mM NaCl+100 pM Malonat (100N+MA) (p<0.05).

Iyilesme déneminde ise APX aktivitesi, sadece iyilesme donemindeki R
grubunda, kontrole gore %87 artis gosterirken R+MA grubunun kontrole gore
degisimi istatistiksel olarak anlamsizdir. lyilesme dénemine ek olarak 100 puM
MA uygulanan R+MA grubunda ise, R grubuna gore %47’lik bir azalma
kaydedilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 7 giin uygulama yapilmis gruplardaki total APX aktivitesi. Uygulama gruplari: Kontrol
(K), Iyilesme (R), Iyilesme+MA (R+MA) (p<0.05).

Total APX aktivitesi (U)
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4.2.6. Prolin icerigi
Prolin igerigi, kontrol grubuna gore, diger uygulama gruplarinda azalmistir.

Sadece iyilesme doneminde olan R grubunda, kontrol grubuna gore %14’liik bir
azalma goriilmustiir. R+MA grubunda ise, kontrol grubuna goére %10’luk bir
diistis gorilmiistir. R+MA grubunda, R grubuna gore gerceklesen degisiklik
istatistiksel olarak anlamsizdir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 3 giin uygulama yapilmis gruplardaki prolin igerikleri. Uygulama gruplari: Kontrol (K),
Iyilesme (R), Iyilesme+MA (R+MA) (p<0.05).

4.2.7. H20O; miktari
Tuz stresiyle birlikte hiicrede ROS biriktigi bilinmektedir (Ozgiir et al.,

2014; Ozfidan-Konaker et al., 2014). Calismamizda iyilesme periyodunda olan R
grubunda H202 miktar1 kontrol grubuna gore %13’lik bir artig gostermistir (Sekil
4.13). Iylesme doneminde malonat uygulanmis olan R+MA grubunda, kontrole
gore H202 miktar1 %9 artis gostermistir. R+tMA grubunda H.O2 miktari, R
grubuna gore bir diislis gostermistir ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli

degildir.
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Sekil 4.13 7 giin uygulama yapilmis gruplardaki H,O; igerikleri. Uygulama gruplari: (K)
Kontol, (R) Tyilesme ve (R+MA) Iyilesme+malonat.

4.2.8. Lipit Peroksidasyonu
Tuz stresi sirasinda uygulama gruplarinin TBARS igerikleri incelendiginde,

50N grubunda, kontrole gore %18’lik bir artis belirlenmistir. 100N grubundaki
degisiklik istatistiksel olarak anlamli degildir. 100MA grubunda, kontrole
gore %19’luk bir azalma goriiliirken, SON+MA grubunda kontrole gore %15°lik
bir artis goriilmekte ancak 50N grubuna gore SON+MA grubundaki degisim
istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 7 giin uygulama yapilmig gruplardaki TBARS igerikleri. Uygulama gruplari: Kontrol
(K), 50 mM NacCl (50N), 100 mM NacCl (100N), 100 uM Malonat (100MA), 50 mM NaCl+100
puM Malonat (50N+MA) (p<0.05).
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Tuz stresi sonrasi iyilesme doneminde uygulama gruplarinin TBARS
icerikleri incelendiginde kontrol grubuna gére R grubunda %21, R+MA
grubunda %30.5 artis goriilmektedir. R grubuna gére R+MA grubundaki degisim
ise %8 dir (Sekil 4.15).

* -
0,08
< 0,07
; f
(T
o 0,06
0,05
0
K R RHVIA

Sekil 4.15 7 giin uygulama yapilmis gruplardaki TBARS igerikleri. Uygulama gruplari: Kontrol
(K), Tyilesme (R), Iyilesme+malonat (R+MA). (p<0.05).
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4.3. Gen Ifadesindeki Degisiklikler

Tuz stresi sonrasi iyilesme doneminde bitkilere 100 uM malonat
uygulandiginda  bitkilerde meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal
degisikliklerin yaninda, meydana gelmis olabilecek gen ifadesi degisikliklerini
gorebilmek i¢in yapilan kantitatif real time PCR (qRT-PCR) analizi sonucunda
oksidatif stres belirtegi olan “!O2 responsive (*OzR )” ve “H,0; responsive 1
(H202R1)”  genlerinde belirgin degisiklikler oldugu goriilmiistiir. 1O,R geninin
ifadesi tuz uygulamasiyla birlikte 27.5 kat artmistir (Sekil 4.16.A).

H2O2R1 geninin ifadesi tuz uygulamasi yapilan donemde kontrol grubuna
gore diismiistiir. Genin ifadesi iyilesme doneminde, R grubunda 8.5 kat artarken,
iyilesme donemide malonat uygulanmig R+MA grubunda istatistiksel olarak

anlaml bir degisiklik gostermemistir (Sekil 4.16.B).
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Sekil 4.16 7 giin uygulama yapilmig gruplardaki oksidatif stres markir qRT-PCR sonuglari. (A)
10;R, (B) H202R1. Uygulama gruplari: Kontrol (K), Sodyum kloriir (NaCl), Tyilesme (R),
Iyilesme+MA (R+MA).
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5. TARTISMA

Tuz stresinin diger abiyotik stresler gibi biiylime {lizerine azaltici bir etkisi
oldugu bilinmektedir (Ghoulam et al., 2002; Ozgiir et al., 2014; Ozfidan-Konake1
et al., 2014; Yang and Guo, 2017). Fuentes et al., (2011)’1n yaptig1 bir ¢aligmada
SDH’m, RNA interferans (RNAi) yoluyla transkript miktar1 azaltildigr veya
SDH1-1/sdh1-1 heterozigot mutanti olan Arabidopsis bitkilerinde, azotun
sinirlayict oldugu kosullarda, kontrol bitkilerine gore daha iyi bir biliylime
gosterdigi kaydedilmistir. Calismamizda tuz stresi siiresince veya sonrasinda
SDH’nin  aktivitesinin MA 1ile kismen inhibe edilmesiyle, biiyiime
parametrelerinde bir artis oldugu goriilmektedir ve bu bulgular literatiirle
uyumludur. Normal kosullar altinda da 100 uM MA verilen bitkiler, kontrol
bitkilerine gore daha iyi biiylimiislerdir (Sekil 4.2). Eger malonat uygulamasi tuz
stresi sonrasi iyilesme doneminde yapilirsa, stres siiresince gosterdigi etkiye

benzer bir etki yani iyilestirici bir etki gostermektedir (Sekil 4.3).

Tuz stresinin bitki biiylimesini engellemesindeki sebeplerin; sodyum (Na*)
ve Kklor (CI") iyonlarmin toprakta yiiksek miktarda ¢oziinmiis olmasi nedeniyle
bitkinin topraktan suyu ve mikro besleyici elementleri yeterince alamamasi ve
ikincil stres olan oksidatif stresin yasanmasi oldugu bilinmektedir (Ismail et al.,
2014). Seker pancarinda yapilan bir ¢calismada, bitkilere tuz stresi uygulandiginda
yaprak ve koklerdeki Na* ve Cl“un artmasiyla kok ve yapraklarin kuru ve yas
agirliklarinda disiisler gortilmistiir (Ghoulam et al., 2002). Tuz stresiyle birlikte
hiicrede ROS miktarinda da bir yiikselis olmaktadir ve stres siiresince ROS’un
birikimi; ROS {iiretimi ve siipiiriilmesi arasindaki dengeye baghdir (Jacoby et al.,
2011; Huang et al., 2014). Bu artisin 6nemli nedenlerinden birisi de, solunumda is
goren mitokondri ETS’sindeki asir1 yiiklenme sonucu molekiiler oksijene dogru
elektron sizintisidir (Davidson & Schiestl 2001). MA, SDH’nin susbtrat baglanma
bolgesine baglanir ve enzimin substrati olan siiksinattan elektron almasini engeller.
Bu durumda enzim yiikseltgenmis halde kalir ve ROS {iiretemez (Jardim-Messeder
et al.,, 2015). SDH’nin MA tarafindan inhibe edilmesinin, bitki gelisimine
tyilestirici etkisinin ana sebebinin, SDH’nin ROS iiretme kapasitesindeki diisiis
oldugu diisiiniilmektedir. Daha 6nce yapilan bir calismada MA uygulamasiyla

SDH’nin ROS iretme kapasitesi azaltildiginda biiylimeyle ilgili genlerin
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ifadesinin arttig1 goriilmistiir (Jardim-Messeder et al., 2015). Calismamizda hem
tuz stresi sirasinda hem de stres sonrasindaki iyilesme doneminde SDH kaynakli

ROS’un azaltilmasi, bitkilerde iyilestirici bir etki gostermistir (Sekil 4.2,Sekil 4.3).

NADPH oksidazlar (NOX), siiperoksit anyonu {iiretmek igin NADPH
tiikketen, hiicre zarinda bulunan, biiyiime, gelisme ve stres yanitlarinda calisan bir
enzimdir. Siiperoksit anyonu reaktif bir molekiildiir ve hiicre iginde veya
apoplastta bulunan ¢esitli SOD izoformlarinca hidrojen peroksite (H202)
donistirilir (Yang and Guo, 2017). NOX enzimi ¢evresel sinyallerin algilanmasi
ve iletimi igin gerekli ROS’un {iretiminden sorumludur (Miller et al., 2008).
Ayrica tuz stresi altinda NOX aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Yazici et al.,
2007; Ozgiir et al., 2014; Ozfidan-Konakg1 et al., 2014). Daha 6nce Arabidopsis
bitkisinde, tuz uygulamasinin ardindan NOX aktivitesinde artiglar gézlenmistir.
Aktivite ozellikle 30. dakikadan sonra belirgin bir artis gostermis, 6.saatten sonra
kontrol seviyelerine geri donmiistiir (Ozgiir et al., 2014). Baska bir ¢alismada
celtik bitkisinin (Oryza sativa) Pokkali ve IR28 adli iki varyetesinde yapilan bir
deneyde, 120 mM tuz uygulanan bitkilerde NOX aktivitesinin kontrol bitkilerine
gdre belirgin diizeyde arttign goriilmektedir (Ozfidan-Konakg1 et al., 2014).
Caligmamizda, tuz stresiyle birlikte yiikselen NOX aktiviteleri literatiirle
uyumludur. 100N+MA grubunda, 100 mM tuz derisiminde SDH aktivitesi MA ile
kismen inhibe edildiginde, sadece tuz uygulanan 100N grubuna gore NOX
aktivitesi artmistir. Gorevi cevresel strese karst olusan yanitin ilk adimini
olusturmak olan bu enzimin aktivitesindeki artis, iyilestirici etkinin ortaya

¢tkmasina katkida bulunmus olabilir.

SOD enzimi oksidatif stres siiresince bitkilerin antioksidan savunma
sisteminde Onemli bir yere sahiptir ve strese yanit olarak bitkilerde, bu enzimin
aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Jacoby et al., 2011; Ozgiir et al .,2014; Yang
and Guo, 2017). Buna ragmen daha once boriilce bitkisinde (Vigna unguiculata)
yapilan bir ¢alismada SOD aktivitesindeki artisin, tuza kars1 toleransi artirmadigi
da ortaya konmustur (Cavalcanti et al., 2004). Ancak Arabidopsis’te yapilan bir
caligmada ise tuz uygulamasinin ardindan SOD aktivitesinin arttig1 goriilmektedir
(Ozgiir et al., 2014), domates bitkisinde (Lycopersicum esculantum) yapilan baska
bir caligmada da tuza direngli ¢esitin, hassas ¢eside gore daha fazla mitokondriyal

SOD aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir (Mittova et al. 2003). Calismamizda
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SOD aktivitesi SON grubunda belirgin bir sekilde artarken, diger tiim gruplarda
kontrolden azdir. En az aktivite de I00MA grubunda goriilmektedir. Tuz stresiyle
birlikte mitokondrideki ROS dengesinin degismesi bir retrograd sinyalin
olugsmasina neden olur. Bu sinyalin 6énemli bilesenlerinden biri de MnSOD’dur
(Foyer & Noctor 2005). MnSOD, siiperoksit dismiitaz enziminin mitokondriyal
izoformudur. Enzimin aktivitesi tim uygulama gruplarinda kontrole gore
yiiksektir. Ancak 50 mM ve 100 mM NaCl uygulanmis gruplara gore malonat
uygulamasi enzim aktivitesini azaltmistir. Bulgularimiza gore tuz uygulamasiyla
birlikte mtROS artmaktadir., MA uygulamasi ise bu ROS’un iiretimini
azaltmaktadir ki enzim aktivitesinin azalmasi, mitokondriyal oksidatif yiikiin

azaldigini isaret etmektedir.

POX kloroplastlar ve sitozolde H202’nin  6nemli bir kisminin
siipiirilmesinden  sorumludur. Bu gorevleri disinda, biiyiime, gelisme,
lignifikasyon ve siiberizasyon gibi stireclerde de dnemli rollere sahiptirler (Asada
and Takahasi, 1987). Enzimin aktivitesinin celtik bitkisinde tuz stresi altinda
arttigr  bilinmektedir (Ozfidan-Konak¢1 et al, 2014). Tuz ve MA birlikte
uygulandigr zaman, sadece tuz uygulanmasina goére POX aktivitesi artmistir.
Ancak iyilesme doneminde MA uygulamasi SDH kokenli ROS’u azalttig: igin,
POX aktivitesinde belirgin bir diisiis goriilmektedir ki, bu da POX’un, SDH
kompleksi tarafindan iiretilen ROS’un ana siipiiriiciilerinden biri oldugunu

gostermektedir.

CAT enzimi stresle birlikte hiicrede birikmeye baglayan H202’nin
peroksizomlarda siipiiriilmesinde 6nemli bir rol oynar. Bu enzimin tuz stresiyle
birlikte aktivitesinin arttig1 bilinmektedir. Ozgiir et al. (2014)’iin bulgularina gore,
Arabidopsis bitkisinde CAT aktivitesi tuz uygulamasiyla birlikte artmaktadir.
Kontrol grubuna kiyasla CAT aktivitesi 100MA grubunda en yiiksek diizeye
ulasmisgtir. Bu durum fotosentez hizinin artmasiyla, peroksizomda artan
fotorespirasyonla iligkili olabilir. 50N+MA grubunda, SON grubuna gore daha
yiiksekken, 100N+MA grubunda, 100N grubuna gore diislis goriilmiistiir. Stres
sonrasi iyilesme doneminde ise R*MA grubunda, R grubuna gore daha fazla CAT
aktivitesi goriilmiigtiir. Bu da oksidatif strese daha iyi bir yanit verildigini

gostermektedir.
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APX enzimi, indirgeyici gii¢ olarak askorbik asiti kullanan ve H2O2’nin
H20’ya indirgenmesini saglayan bir enzimdir. Askorbat-glutatyon dongiisi,
hiicrede mitokondri, kloroplast ve peroksizom gibi organellerde ROS’larin
siipiiriilmesinde ¢ok onemli rol oynayan bir yolaktir (Noctor and Foyer, 1999;
Miller et al., 2010). Celtik bitkisinde yapilan bir ¢alismada, tuz stresiyle birlikte
kontrol bitkilerine gére APX aktivitesinde belirgin artiglar gériilmiistiir (Ozfidan-
Konakgi et al., 2014). Baska bir ¢alismada ise, halofitik ¢ok yillik bir bitki olan
puccinellia (Puccinellia tenuiflora) bitkisinin APX geni Arabidopsis bitkisinde
asirt ifade ettirildiginde, bitkinin yiiksek tuz oranlarina bile dayabildigi ortaya
konmustur (Sofo et al., 2015). Calismamizda, SON ve 100N gruplarinda, kontrole
gore, APX aktivitesi dramatik artiglar gOstermistir. Tuz stresi sirasinda MA
uygulanmig SON+MA grubunda 50N grubuna gore APX aktivitesi fazlayken
100N+MA grubunda 100N grubuna gore %15 daha az aktivite goriilmiistiir. Bu
durum hiicre iizerindeki oksidatif yiikiin azaldiginin bir kanitidir. Stres sonrasi
lyilesme doneminde ise, R+tMA grubunda APX aktivitesi R grubuna gore %47

daha azdir ki bu da hiicrenin oksidatif yiikiiniin azaldigin1 géstermektedir.

100MA grubunda ki TBARS igerigi gostermektedir ki, SDH kaynakli
ROS’un azaltilmasi, hiicrede lipid peroksidasyonunu azaltmaktadir. Ancak, tuz
stresiyle birlikte SDH’nin kismen inhibisyonu TBARS igerigi {lizerine biiyiik bir

etki gdstermemistir.


http://www.efloras.org/florataxon.aspx?flora_id=2&taxon_id=200026128
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6. SONUC

Calismamizda SDH aktivitesinin MA yoluyla kismen inhibisyonunun tuz
stresi sirasinda ve stres sonrasi iyilesme doneminde antioksidan sistem, ROS
diizenlenmesi ve hiicresel redoks diizenlenmesi {iizerine etkisi arastirilmistir.
SDH’nin hiicrede 6nemli bir ROS kaynagi olmasi nedeniyle, SDH kdkenli
ROS’un kismen azaltilmasi normal kosullar altinda, tuz stresi altinda ve stres
sonrasinda bitki biliylimesine iyilestirici bir etki gostermektedir. ROS miktarindaki
bu azalma SOD, POX ve APX gibi enzim aktivitelerindeki azalmayla

goriilmektedir.
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