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OZET

BIiTKILERDE KOK SENESENSINDE ANTIOKSIDAN SAVUNMA
SISTEMININ ROLUNUN INCELENMESI

YUCEL, Cagdas Kera

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Melike BOR
Ikinci Danismani: Assoc. Prof. Dr. Peter Ryser
Kasim 2012, 60 sayfa

Bitkilerde senesens, yaslanmayla iliskili oldugu kadar mevsimsel degisimin
de icinde bulundugu cevresel etkenler tarafindan da uyarilmaktadir. Giinlerin
kisalmast ve havalarin sogumasiyla bu dogal siire¢ baslamaktadir. Senesens
esnasinda metabolizma ve gen ifadelerinde gozlenebilir degisiklikler olmaktadir.
Senesens siireci yaprak ve toprak {istii organlarda daha iyi bilinmesine ragmen

koklerde bu stirecin nasil isledigi bilinmemektedir.

Mevsimsel degisime bagli senesens siirecinde oksidatif stres ve antioksidan
enzimlerin O6nemli bir role sahip oldugu diisliniilmektedir. Calismamizda kok
yasam dongiileri farkli olan Sparganium androcladum (Engelmann) Morong,
Rhynchospora alba (L.) Vahl, Scirpus microcarpus J. Presl ve Carex exilis Dewey
gibi c¢ok yillik sulak alan bitkilerinden ilkbahar, yaz ve sonbahar mevsimlerinde
ornekleme yapildi. Orneklerde, peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX),
katalaz (CAT) ve glutasyon rediiktaz (GR) enzimlerinin aktiviteleri, lipid

peroksidasyon diizeyleri ve koklerin canlilik yiizdeleri incelendi.

Genel olarak, POX, APX, CAT ve GR aktiviteleri ve lipid peroksidasyonu
degerleri S. androcladum ve R. alba ile S. microcarpus ve C. exilis’te benzer
diizeylerde degisim gosterdi. ilk grubun kok sistemleri sonbaharda canliligimi
yitirken, ikinci gruptaki tirlerde kok sistemleri kis aylarinda da canli
kalabilmektedir. Senesens silirecinin incelenmesinde ve ayird edilmesinde

antioksidan enzim degerlerinin belirleyici olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Senesens, mevsimsel degisim, antioksidan enzim
sistemleri, lipid peroksidayonu.






vii

ABSTRACT

INVESTIGATING THE ROLE OF ANTIOXIDANT DEFENSE
SYSTEM AT ROOT SENESCENCE IN PLANTS

YUCEL, Cagdas Kera

MSc in Biology, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Melike BOR

Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Peter Ryser
November 2012, 60 pages

In plants, senescence which is associated with aging is also stimulated by
environmental factors such as the seasonal changes. Shortening of the days and the
decrease in overall temperature initiates this natural process. Changes in
metabolism and gene expression are observed during senescence. The senescence
process and related mechanisms are better known in the above-ground organs and
leaves as compared to that of the roots.

The senescence process which is a consequence of seasonal changes is
believed to be related to oxidative stress and antioxidant enzymes. In this study we
used perennial wetland plants Sparganium androcladum (Engelmann) Morong,
Rhynchospora alba (L.) Vahl, Scirpus microcarpus J. Presl and Carex exilis
Dewey which have different root survival strategies. Samplings were done during
spring, summer and autumn seasons. The activities of peroxidase (POX), ascorbate
peroxidase (APX), catalase (CAT) and glutathione reductase (GR), Lipid
peroxidation levels and root vitality percentage tests were also performed in the
samples.

In general terms the activities of POX, APX, CAT, GR and the lipid
peroxidation levels in S. androcladum with R. alba and S. microcarpus with C.
exilis were similar and showed the same trend. Root senescence in the first group
root senescence starts at autumn season while roots can survive during winter time
in the second group. In accordance with our findings we could propose that
antioxidative enzymes can be used as markers of root senescence levels in these
plants.

Key words: Senescence, seasonal changes, antioxidative enzymes, lipid
peroxidation.
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1. GIRIS

Yaslanma ve 6liim yasayan tiim organizmalarin gelisiminde gerekli ve dogal
bir sathadir. Canlilarda bu siire¢lerin aydinlatilmasi i¢in yiiriitiilen bir¢ok bilimsel
arastirma bulunmaktadir. Bitkilerde senesense yol agan ve ilerlemesine neden olan
stireclerin tanimlanmasina yonelik ¢esitli bilgiler bulunmasina ragmen, bu
alandaki birgok soru heniiz yanitlanabilmis degildir. Senesens konusunda elde
edilecek yeni bilgiler tarimsal iiretim i¢in son derece Onemlidir. Bu bilgiler
ciceklenme, meyve olusumu, tohum baglanmasi ve friinlerin depolanmasi
sirasindaki kayiplart engellemek, tirtin kalitesini (Nelson, 1988; Chandlee, 2001;
Nam, 1997) ve stres toleransini (Lim et al., 2003) arttirmak i¢in kullanilabilir.
Bununla birlikte senesens siirecinin iyi bilinmesi bu siirecin 1slah programlar1 ve

genetik mithendisligi ile diizenlenebilme olasiligini da arttirmaktadir (Quirino et
al.,2000).

1.1 Senesens

Senesens giin uzunlugundaki degisim ve havalarin sogumasiyla bitkilerin
Oliimiine onciilik eden son basamak olarak Onerilmektedir. Bu proses karmasik
olmakla birlikte tipki diger canlilarda oldugu gibi bitkilerde de yasam siiresince
gelisim basamaklarinin diizenlenmesinde 6nemli bir isleve sahiptir. Senesens
stirecinde makromolekiillerin koordine bir sekilde degredasyonu ve senesense
ugrayan dokudan azot, karbon, mineraller gibi geri kazanilan nutrientlerin diger
bitki dokularina tasinimi gergeklesir (Noodén, 1988; Buchanan-Wollaston, 1997).
Bununla birlikte, senesens fotosentezin duraksamasi, organel yapilarmin
bozulmasi, lipid peroksidasyonunda artis, membran gecirgenliginin azalmasi,
klorofil, RNA ve protein miktarlarinda azalma ile karakterize edilir (Lohman et
al., 1994; Buchanan-Wollaston, 1997). Farkli etmenlere yanit olarak devreye

giren senesens siireci su sekilde siiflandirilabilir;

e Cok yillik otsu bitkilerin toprak iistii siirgiinlerinde senesens,
e Mevsimsel yaprak senesensi,

e Kademeli yaprak senesensi,

e Etsi ve kuru meyvelerin senesensi,

e Depo kotiledonlarinin ve ¢i¢ek organlarinin senesensi,

e Ogzel hiicre tiplerinin senesensi.



Senesens genetik olarak kodlandigi i¢in bu prosesler Ongoriilebilir.
Sitolojik diizeyde bazi organeller parcalanirken digerleri aktif kalir. Nukleus da
gec parcalanan organellerden biridir. Ciinkii niikleusun senesens islemi siiresince
varligi diger organellerin bitiinliikklerinin kontrollii bir sekilde bozulmasi
acisindan onemlidir (Gan and Amasino, 1997). Senesense ugrayan bir organda
MRNA diizeyinin 6nemli Ol¢lide azalmasi buna karsin belirli 6zgiin mRNA
transkriptlerinin asir1 derecede artis1 sasirtict degildir. Senesens esnasinda
ifadelerinde azalma gozlenen genlere senesenste aktivitesi azalan genler (SDG’

ler) denir. SDG’ler 6zellikle fotosentez ile ilgili proteinleri kodlayan genleri igerir.

Senesenste ifadeleri artan genler ise senesensle ilgili genler (SRG’ ler) adim
alir. Proteazlar, riboniikleazlar ve lipazlar gibi hidrolitik enzimler ile 1-
aminosiklopropan-1-karboksilik asit sentaz (ACC sentaz) ve 1-aminosiklopropan-
1-karboksilik asit oksidaz (ACC oksidaz) gibi etilen biyosentezi icin gerekli
enzimleri kodlayan genler bu grup iginde yer alir. Senesensle iligkili genler (SAG’

ler) senesenste ikincil derecede gorev alirlar (Noodén, 1988).

Senesens siirecinde gerekli enerjinin en Onemli kaynagi tilakoid
membranlarinda dahil oldugu hiicre i¢i membran sistemlerinden metabolize edilen
lipid molekiilleridir (Buchanan-Wollaston, 1997). Total tilakoid lipidlerinin % 40-
50’ sini olusturan galaktolipidler senesens siiresince solunum igin enerji
saglanmasi amaciyla glikoneojenez yoluyla sekerlere doniistiiriilebilir (Landolt
and Matile, 1990; Smart, 1994). Bu proses yag asidi B-oksidasyonu ve glikolat
dongiisti enzimlerinin de yer aldig1 yagh tohumlarda bulunan glikozomlarindaki
gibi senesense ugrayan yapraklarda da gerceklesmektedir (Landolt and Matile,
1990). Malat sentaz (MS) ve izositrat liyaz (ICL) gibi glioksilat dongiisii anahtar
enzimlerinin gen ifadeleri arttigi ve enzimlerin miktar1 da senesense ugrayan

dokularda artmaktadir (Pistelli et al., 1996, Buchanan-Wollaston, 1997).

Kok senesensi, ne lateral koklerde ne de yanal koklerde anlasilabilmis
degildir. Yapraklarda ise hiicreler yaprak absisyonundan sonra da canl
kalabilirler. Cesitli kok islevleri biitiin hiicreler 6lmeden 6nce durmaktadir (North
and Nobel, 1996). Olii ve canli kdklerin ayirimi cogu kok calismasinin esas bir
pargasidir. Kok dinamikleriyle yapilan caligmalar kok fizyolojisi ve islevindeki

degisikliklerin iligkilendirilmesiyle gelistirilebilir.



Senesens c¢alismalarinda bitki dokularinin canlilik diizeyinin anlagilmasi
onemlidir bu amagla trifeniltetrazolyum klorid (TTC) nin indirgenmesini temel
alan yontem yaygin olarak kullanilmaktadir (Steponkus PL and Lanphear, 1967,
Sulpice et al., 1998; Takeda et al., 1993; Caldwell, 1993; Coria et al., 1998;
Hiltbrunner and Fluckiger, 1996; Porter et al.,1994; Schrazi and Muir, 1998).
TTC, formazana indirgenene kadar renksizdir, indirgendikten sonra agik kirmizi
renk alir ve fotometrik olarak olgiilebilir (Steponkus and Lanphear, 1967). Bitki
dokularinda TTC g¢ogunlukla dehidrogenaz enzimleriyle indirgenir, bu enzimlerin
cogu da mitokondri ile iliskilidir. Ayrica, TTC indirgenmesi canliligin
belirlenmesinde kullanilir. Yine de TTC indirgenmesiyle kok o6liim kapasitesinin
belirlenmesi tam olarak kayda deger degildir. Solunum metabolik aktivitenin
degerlendirilmesinde bir standart olarak kabul edilir, fakat bilindigi kadariyla
solunum ve TTC indirgenmesi arasinda bir iliski heniiz bilinmemektedir. TTC
indirgenmesi ince koklerin canli-6lii ayrimini yapilmasinda kullanilmistir (Joslin
and Henderson, 1984; Knievel, 1973, Clemensson-Lindell, 1994). Wang ve
arkadaslar1 (1995) koklerin canlilik durumunu belirlemek i¢in TTC’ nin
indirgenme kabiliyetini kullanmislaridir. Agac kokleriyle calisan bu aragtirmacilar
koyu kahverengi ve siyah renge sahip koklerin % 12-28’ inin TTC indirgenmesine
cevap verdigi goriilmiistiir. Dolayisiyla 61t olduklar: diistintilen koklerin %12-28°

inin 6limi siiphelidir.

1.1.1 Senesens ve Serbest Radikaller (ROS)

Senesens siirecinde hiicre seviyesinde, metabolizmada ve gen ifadesinde
belirgin degisiklikler meydana gelir (Noodén and Leopold, 1988). Hidrolitik
enzimler hiicresel proteinlerin, karbonhidratlarin ve niikleik asitlerin ¢ogunu
pargalar. Par¢alanma sonucu olusan sekerler, niikleozit ve amino asitler floem
yoluyla bitkiye geri tasinir ve orada sentez olaylar1 i¢in yeniden kullanilir.
Minerallerin ¢ogu da yaslanan organlardan bitkinin ana bilinyesine geri tasinir.
(Buchanan-Wollaston, V., 1997). Bu sirada DNA bileseni siirekli artmaktadir
(Orzaez and Granell, 1997). Bu degisiklikler senesens stirecinde bitki dokularinda
reaktif oksijen tiirevlerinin olusumuna neden olmaktadir (Thompson et al., 1987,

Leshem, 1988).



Sonbaharda yaprak doken agaglardaki yaprak senesensinin dissal,
monokarpik senesensin i¢sel olmasi, gesitli senesens tiplerinin tetiklenmesinde
farklilik olabilecegini gosterir. Bu dogrultuda digsal faktorler asiri sicak ve soguk,
kuraklik, gdlgelenme, ozon artisi, nutrient kithigi, patojen saldiris1 ve yaralanmay1
kapsamaktadir (Thoma and Stoddart, 1980). igsel tetikleyiciler bitki yasi,
iiremeyle iligkili organlarin gelisim diizeyidir (Noodén, 1988; Gan and Amasino,
1997). Baslangictaki uyartiya bakilmaksizin, farkli senesens bigimlerinde genel
i¢csel program ortak olabilir. Bu programda yer alan bir regiilator senesens geni,
sonug olarak senesens ve 6liim meydana getirebilecek ikinci bir gen ifade dizisini

baslatabilir.

Konu ile ilgili ¢alisan arastirmacilar tarafindan diger canlilarda oldugu gibi
bitkilerde de hiicrede serbest radikallerin birikimi ile yaslanma arasinda bir iligki
oldugu Onerilmis ve bu teoriye “Yaslanmanin Serbest Radikal Teorisi” adi
verilmistir (Harman, 1956). Reaktif oksijen tiirlerinin toksik ozelliklerine ve
yiiksek reaktivitelerine bakilarak bu radikallerin birikiminin senesens prosesleri

ile iliskili degredasyon olaylarinda rol oynadig: diistintilmektedir.

Aerobik organizmalar solunumda terminal bir oksidan olarak molekiiler
oksijeni kullanirlar. Ancak, tekli oksijen (‘Oy), siiperoksit radikali (Oy),
hidroperoksil radikal (HO;"), hidrojen peroksit (H,02) ve hidroksil radikali (¢OH)
gibi toksik ara iiriinlerine indirgenme potansiyeline sahiptir. Bu molekiiller genel
olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak isimlendirilir. Tim ROS’ i ¢ok reaktif
molekiillerdir ve DNA, proteinler ve lipidler gibi bir ¢ok biyolojik molekiilii
okside edebilirler (Dat et al., 2000). Bitki sisteminde ROS iiretimine eslik eden
birgok reaksiyon bilinmektedir. Bu reaksiyonlardan bazilar1 fotosentez ve
solunum gibi normal metabolizmada yer alirlar. Oksidatif stresin olusumu ROS’
nin meydana gelmesi ve detoksifikasyonlar1 arasindaki dengeye baghidir (Mittler
2002, Zimmermann and Zentgraf, 2005). Kloroplast ve mitokondri
membranlarindaki elektron transport dongiisii siiperoksit anyonu ve tekli oksijen
gibi ROS olusumunda ¢ok aktiftir. Hidrojen peroksit gibi radikallerin
olusturuldugu diger bir kaynak da peroksizomlar (fotoksidasyon ve yag asidi -

oksidasyonu), hiicre zar1 ve hiicre duvaridir (Mittler, 2002).

Bitkilerde en 6nemli ROS kaynagi kloroplast organelidir. Fotosentez

stiresince 151k enerjisi redoks reaksiyon serileriyle absorblanir ve fotosistem



reaksiyon merkezlerine iletilir. Boylece elektronlar CO;’e ulastirilir. Sadece bazi
bitkilerde CO, fiksasyon orani 151k enerjisinin %50’ sinden fazlasini doniistiirecek
kadar yliksektir (Baker, 1991), molekiiler oksijen gibi alternatif elektron alicilari
kullanilir ve bu durumda siiperoksit radikalleri (O;") olusur. Kloroplastin dikkate
deger miktarda tekli oksijen (‘O2) olusturmasinin yam sira ROS ana kaynagidir.
Normalde, klorofilin artan tekli oksijen durumu enerjinin ya da elektronlarin
transferine hizmet eder. Klorofil enerjinin salinmasi icin floresans ve ya

konversiyon kullanir ve bunlar da tekli oksijen olusumuna neden olur (Arora, et

al., 2002).

Bir diger ROS kaynagi peroksizomdaki fotorespirasyondur. CO;
fiksasyonu esnasinda ribuloz-1,5-bifosfat-karbolsilaz (RubisCO), karboksilat
ribuloz-1,5-bifosfat olusturmak igin CO;’ i kullanir. Bu enzim ayni zamanda
oksijen kullanarak oksijenat ribuloz-1,5-bifosfat olusturabilir (Foyer, 1996). Bu
reaksiyon siiresince glikolat aciga c¢ikar ve kloroplastlardan peroksizomlara

taginir. Glikolat okside olur ve yan {iriin olarak H,0, agiga ¢ikar.

Reaktif oksijen tiirlerinin kaynagi olarak mitokondri organeli de dnemlidir.
Senesense ugrayan dokularda mitokondri ve peroksizom sayisinda artigi
belirlenmistir (Del Rio et al., 1998). Mitokondriyel elektron taginim zinciri
ubiquitin  ortak havuzunu indirgeyen dehidrogenaz  komplekslerinden
olugsmaktadir (Millenaar and Lambers, 2003). Sitokrom-c-oksidaz ve alternatif
oksidaz terminal elektron alici olarak gorev alir. Burada, siiperoksit radikali

ubiquitin ve NADH-dehidrogenaz ile olusturulur.

Oksijen radikalleri tiim organizmalar i¢in asir1 reaktif ve sitotoksiktir. Bitki
senesensinde oksidatif hasarin onciilleridir. Bu radikaller; superoksit radikallerini
(O™, hidroksil radikallerini (*OH), tekli oksijeni (*O2), H20,, alkoksil radikalleri
(ROe¢), peroksil radikalleri (ROQOe), coklu doymamis yag asitleri, semikinon
serbest radikalleridir. Siiperoksit radikali gibi bazi reaktif oksijen tiirevleri
biyomolekiilleri ¢ok hizli bir sekilde okside eder. DNA gibi biyomolekiillerin
hasara ugramasi doniisiimsiizdiir ve metabolik bozunmaya neden olarak hiicre
Oliimiine yol acar (Halliwell and Gutteridge, 1989). Ayrica, doymamis yag
asitleriyle etkileserek plazmelemma veya intraseliiler organlarda 6nemli membran
lipidlerinin peroksidasyonuna neden olurlar. Plazmalemmanin peroksidasyonu

hiicreden sizintiya, hizli bir dehidrasyona ve son olarak hiicre 6liimiine neden



olur. Intraseliller membranlarin hasar gérmesi mitokondri solunum aktivitesini
etkiler ve pigmentlerin degredasyonuna, CO; fiksasyonunun kaybina onciiliik

eder.

Yiiksek miktarlardaki ROS’ leri fotosentetik yapilara zarar vererek
fotoinhibisyona yol acar. Ayrica, yapraklardaki renk kaybina pigment
oksidasyonu neden olur (Dat et al., 2001). Histidin, metionin ve triptofan gibi 6zel
aminoasitler siiperoksit radikalleriyle okside olurlar (Knox and Dodge, 1985).
Hidrojen peroksit -SH gruplarin1 okside eder ve yiiksek konsantrasyonlarda
programli hiicre 6liimiinii hedefleyebilirler. Hipersensetif yanit (HR) savunmada
en hizli yamttir. Ilk reaksiyonlardan biri enfeksiyonun oldugu bolgede lokal hiicre
Olimiine neden olan hizli H,O; birikimidir, dolayisiyla patojenin yayilimi
engellenir (Foyer and Noctor, 2003). Bununla birlikte sinyal molekiilii olarak
hidrojen peroksit, enfeksiyonun oldugu bdlgeden enfeksiyonun ulagsmadigi
bolgeye (distal bolge) iletildiginde “kazanilmis sistemik direng” (SAR)
gerceklesmesinde rol oynar (Kuzniak and Urbanek, 2000). Boylece toksik
olmayan konsantrasyonlarda H,0, birikimi ile patojenezle iliskili genlerin ifadesi
farklilagir ve patojenlere karsi sistemik direng gelisir (Ryals et al., 1996). H,0,
diisiik konsantrasyonlar1 biyotik ya da abiyotik stresin algilanmasinda sinyal
molekiilii olarak davranabilir (Foyer et al., 1998; Grant and Loake, 2000). MAPK
kaskadlar1 ve kalmodulin, farkli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ya da
inhibisyonuna onderlik eden bu sinyal iletim yollarinin elementleridir (Harding et

al., 1997; Kovtun et al., 2000).

1.2 Antioksidan Enzimler

Hidrojen peroksit (H20) detoksifikasyonu bitkilerde hiicre korunumu ve
hiicre sinyalizasyonu igin gereklidir (Dat et al., 2000; Mittler, 2002; Neill et al.,
2002; Apel and Hirt, 2004). Hidrojen peroksit tiim hiicre kompartmanlarinda
olusabilir. Hidrojen peroksidin peroksizomlarda detoksifikasyonundan katalaz
enzimi sorumludur. Diger hiicre kompartmanlarinda askorbat-glutatyon
dongiisiiyle HoO,” yi uzaklastiran askorbat peroksidaz ve glutatyon reduktazin
icinde bulundugu diger sistemler bulunmaktadir. Burada, NADPH+H"
kullanilarak H,0,, H,O’ ya indirgenir. Bu reaksiyonda askorbat ve glutatyon
onemli bir rol oynar. Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) askorbati



kullanarak dehidroaskorbat (DHA) firetimi vasitasiyla H,O,’ i suya indirger.
Gerekli askorbat seviyesinin siirdiiriilmesi i¢in indirgenmis glutatyonun (GSH)
oksidasyonuyla dehidroaskorbati askorbata indirgeyen dehidroaskorbat reduktaz
(DHA; EC 1.8.5.1) ile yeniden olusturulmasi gerekmektedir. Glutatyon reduktaz
(GR; EC 1.6.4.2), NADPH+H" kullanilmasiyla okside glutatyonun (GSSG)
indirgenmesi yoluyla GSH’ u yeniden olusturur (Bowler et al., 1992). APX,
H,0,’ e kars1 yiiksek bir afiniteye sahiptir ve diisiik konsantrasyondaki H,O;’1 de
detoksife edebilir. Buna karsin CAT yiiksek reaksiyon oranina sahip olmasina
ragmen H,0;’e diisiik afinitededir. Ancak, peroksizomal H,0,’in eliminasyonu
roliiniin yan1 sira oksidatif stres esnasinda redoks dengesinin siirdiiriilmesi igin
katalaz islevinin kritik oldugu goriilmektedir. Ozellikle bazi Cj bitkilerinde
stresten korunmak i¢in gereklidir (Willekens et al., 1997). Bitkilerde reaktif
oksijen tiirlerini uzaklastiran c¢esitli enzimler bulunmaktadir ve bu enzimler
antioksidan enzimler olarak isimlendirilirler. H,O;’ i uzaklastiran hizli ve etkili en
az bes farkli enzim bulundururlar; askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPX), peroksiredoksinler (PrxR,) ve peroksidazlar (POX).
Askorbik asit ve glutatyon (Noctor and Foyer, 1998) antioksidanlarla birlikte
H,0, detoksifiye ederler. Bu bes farkli sistem hidroksil radikali olusumuna
onciiliik eden ve siiperoksit siipiiriicii enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) ile
birlikte ¢alisir. Bitkilerde ROS’ni uzaklastiran siipiiriicii enzimlerin koordineli
islevi bu molekiillerin toksik diizeylerde birikiminin 6nlenmesi ve ¢esitli sinyal
iletim yollarimin kontrolii i¢in kritik 6nem tasir. ROT’larin gorev aldig sinyal
iletim yollar1 patojen savunmasi, stoma sinyalizasyonu, stres yaniti, bilylime,
gelisme ve hormon sinyalizasyonu gibi proseslerin kontrolii ve diizenlenmesinde
gorev alir (Kovtun et al., 2000; Pei et al., 2000; Mullineaux and Karpinski, 2002;
Torres et al., 2002; Foreman et al., 2003; Kwak et al., 2003; Overmyer et al.,
2003; Mittler et al., 2004).

1.2.1 Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7)
Bitki peroksidazlar1 (EC 1.11.1.7, hidrojen peroksit oksirediiktaz dondrii)

birgok kez calisilan fakat en az anlasilabilen bitki proteinleridir (Gaspar et al.,
1982). Yap1 ve bir¢ok klorometrik ¢alismaya duyarli olmasi peroksidazi genetik,
fizyolojik ve patolojik caligmada uygun bir marker yapar (Greppin et al., 1986;



van Huystee, 1987). Peroksidazlar polisakkaritlerin baglanmasinda (Fry, 1986),
indol-3-asetik asit oksidasyonunda (Hinnman and Lang, 1965), ektensin
monomerlerinin baglanmasinda (Everdeen et al., 1988), lignifikasyonda
(Grisebach, 1981), yaralanmalarin onariminda (Espelie et al., 1986), fenol
oksidasyonunda (Schmid and Feucht, 1980), patojenlere karsi korunmada
(Hammerschmidt et al., 1982) ve hiicre uzamasinin kontroliinde (Goldberg et al.,
1986) gorev almaktadirlar. Peroksidazlar fazla katalitik olmalarina ragmen
ozgiinliikleri ¢ok azdir ve ¢ok fazla izoenzime sahiptir (Gaspar et al., 1982). Bu
ozellikler bitkilerde peroksidaz islevinin tam olarak belirlenmesini zorlastirir. Bu

enzim bitki gelisimi ve ¢cevreye adaptasyonunda rol oynamaktadir.

Birgok caligma peroksidaz aktivitesinin senesens siiresince yapraklarda
arttigim desteklemektedir (Farkas, et al.,1963/1964; Kisban et al., 1964; Parish,
1968). Yapraklarin fizyolojik olarak yasanmasiyla enzimde artis belirlenmistir
(Ford and Simon. 1972; Maraite, 1973; Parish, 1968). Parish (1968) peroksidaz
aktivitesinin artisin1 olgunluk ve senesensin giivenilir bir indikatorii oldugunu
savunmaktadir. ~ Fakat Ford ve Simon (1972) Parish’® in (1968) tezini
desteklememektedir, c¢ilinkii senesens ertelendiginde de peroksidaz aktivitesi
birka¢ kat artmistir. Ayrica klorofil ve protein seviyeleri salatalik filizlerinde
artmigtir. Bu arastirmalar ile peroksidaz aktivitesinin artig1 glivenilir bir indikator

olmadig1 sonucuna varilmistir.

1.2.2 Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11)

Askorbat peroksidaz kloroplastlarda, sitosolde ve peroksizomlarda bulunur
ve askorbatin glutatyon, indirgenmis ferrodoksin veya NADPH ile yeniden
indirgenmesine neden olur (Shigeoka et al., 2002). Hayvanlarda yaygin olarak
bulunan glutatyon peroksidazlar H,O, detoksifikasyonunda o6nemli bir rol
oynadigi goriilmemektedir. (Eshdat et al., 1997). Peroksiredoksinler thioreoksin
ve glutaredoksin ile hem alkil hidroperoksidaz hem de H,0,’ in rediiksiyonunu

indirger ve bazi bitki hiicre organellerinde bulunur (Rouhier and Jacquot, 2002).

CAT, GPX, PrxR ve POX’ i aksine APX (EC. 1.11.1.11) bitki ve
alglerde bulunmasiyla essizdir (Asada and Takahashi, 1987; Shigeoka et al., 2002;
Raven, 2003).



Askorbat peroksidaz askorbati substrat olarak kullanarak reaksiyonu

katalizler;
2Askorbat + H,0, — 2Monodehidroaskorbat + 2H,0O

Askorbat peroksidaz bitki hiicre organellerinin neredeyse hepsinde
bulunmaktadir ve askorbat-glutatyon dongiisiiniin ya da Asada—Halliwell-Foyer
sinyal yolunun bir pargasi olarak H,O,’ nin uzaklastirilmasinda gorev alir (Sekil
1; Foyer and Halliwell, 1976; Asada and Takahashi, 1987). Sekil 1 ayrica APX
islevinin indirgen askorbik asit ve bazi durumlarda indirgen glutatyon (
monodehidroaskorbat reduktaz ve dehidroaskorbat goreceli aktivitelerine bagl
olan, (Polle, 2001) havuzunun ulagilabilirligine bagl oldugunu da gostermektedir.
Bir grup enzimle (monodehidroaskorbat rediiktaz, dehidroaskorbat rediiktaz,
glutaredoksin ve glutatyon rediiktaz; sekil 1) NAD(P)H’ in okside glutatyon ve
askorbik asit rejenerasyonu ile indirgen durumda antioksidan hiicre havuzlar

devamlilig1 saglanir.

SOD = HO, ------ ————
o h GSSG NAD(P)H
/! - ,
I I
02' Askorbat NAD " (‘) !,
rhat} -\\ |
., Y ]
P .1
CAT PR APX MDAR DHAR/GLR GPX  GR
Do 1
I 2\
; " Ho © 0V
; MDA NADH : \‘
.
s H,0 \b DHA 2 GSH NAD(P)

Sekil 1.1: Bitkilerde H,0,’ in uzaklastirildig1 temel hiicresel yollar. Siiperoksit dismutaz-
askorbat-glutatyon rediiktaz dongiiler yer almaktadir. Bunlar kloroplast, mitokondri, sitosol,
peroksizomlar, mikrozomlar ve apoplastta bulunmaktadir. Agiklamalar: APX, askorbat peroksidaz;
DHA, dehidroaskorbat; DHAR, dehidroaskorbat reduktaz; MDA, monodehidroaskorbat; MDAR,
MDA rediiktaz; GLR, glutaredoksin; GPX, glutatyon peroksidaz; GR, glutatyon rediiktaz; GSH ve
GSSG, indirgenmis ve okside glutatyon; PrxR, peroksiredoksin; SOD, superoksit dismutaz; Trx,

thioredoksin.
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APX once kloroplast ve algde izole edilmistir (Gordon & Beck, 1979;
Shigeoka et al., 1980; Nakano & Asada, 1981). Kloroplastlarda, APX’ in ii¢ farkli
formu bulunmustur; tilakoid membranlarina baglh tilakoid APX, giliniimiizde
¢Oziinebilen izoformlar olarak stomatal ve limen APX’ lar1 (Asada, 1999;
Shigeoka et al., 2002; Mittler et al., 2004). Askorbat glutatyon dongiisiiniin diger
iki stomatal enzimi (Sekil 1) hem kloroplasti hem de mitokondriyi hedefler. Bu
stomatal enzimler monodehidroaskorbat rediiktaz ve glutatyon rediiktazdir
(Creissen et al., 1995; Obara et al., 2002; Chew et al., 2003). Kloroplast ve
mitokondrinin yani sira askorbat-glutatyon dongiisii enzimleri askorbat-glutatyon
yolunun H;0,” 1 wuzaklastirdigimi destekler sekilde peroksizomlarda,
glokozomlarda ve apoplastta da bulunmaktadir (Corpas et al., 2001; Pignocchi
and Foyer, 2003).

Substrat afinitesi H,O, detoksifikasyonundaconemli bir parametredir
(Mittler, 2002). Dolayisiyla APX ve GPX gibi enzimler HoO;,’ e karst yiiksek
afiniteye (mikromolar- submikromolar araliginda), CAT ve PrxR gibi enzimler de
diisiik afiniteye (millimolar araliginda) sahiptir. H,O;’in CAT ve PrxR ile etkili
bir sekilde uzaklastirilmasi i¢in bu enzimlerin spesifik hiicre organellerinde

yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi gerekir.

H,0, + R-H, —» 2H,0 + R

1.2.3 Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6)

Katalaz, indirgen bilesenlere gerek duymadan H,O,” i siipiiren tek
enzimdir (Scandalios, J.G. et al., 1997). Bitkiler katalazin farkli izoformlarini
bulundururlar. Normalde katalazlar homotetramer formundadir fakat bazi
durumlarda heterotetramer formlarina dontisebilirler. Misir mitokondrilerinde
bulunan CAT-3 haricindeki Kkarakterize edilen Kkatalazlar bu gline dek
fotorespirasyon ve yag asidi P-oksidasyonunu siiresince olusan hidrojen
peroksidin yer aldig1 peroksizomda bulunmaktadirlar. H,O,, ROT sentezlendigi
diger alanlardan peroksizoma difiize olabilirler (Mittler R., 2002). Alternatif H,O,
stiptiriicii sistemlerden katalaz geri dongiisiiniin ¢ok hizli fakat H,O; afinitesinin

diisiik olmasiyla digerlerinden ayrilir (Nicholls et al., 2001). Bu nedenle, katalaz
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yiiksek H,O; seviyelerinin kontroliinii saglar. Katalazin en dnemli avantaji H,O,

uzaklastirilmasinda herhangi bir indirgeyiciye bagli olmamasidir.

Katalaz enzimi hidrojen peroksidi (H,O,) oksijen ve suya dondistiiriir;
2H,0, —- 2H,0 + O,

Katalaz aerobik organizmalarda bulunan ubikitoz bir enzimdir. H,O,, iki
elektronu transfer eden enzimlerle O,’ e dondstiiriilebilir. Stiperoksit ve H,0,
kloroplast ve mitokondrilerde fotosentez ve solunum elektron tasinim zincirinde
ve flavin iceren oksidazlarla olusur. Fotosentez yapan bitki hiicrelerinde H,0;
tiretim oraninin yiiksek oldugu goriilmektedir. H,O, iiretim orani kloroplastlarda

2 51 olarak

80-160 uM s, fotosentez yapan yapraklarda ise 10 pmol m’
hesaplanmistir (Asada, 1992, Foyer and Noctor, 2003). H,O,, proteinlerin sistein
ve metionin gruplarini okside eden toksik bir reaktif oksijen tlirevidir. Sisteinlerin
oksidasyonu disiilfid baglarim1 olusturur. Metionin ise metionin siilfokside
yiikseltgenir (Levine et al., 1996). Fotosentez, diisiik konsantrasyonda bulunan
H,0O; ile aktivitesini kaybeder ¢ilinkii CO, fiksasyonu inhibe olur (Asada, 1992,
1994). 10pM’ lik Hy0; konsantrasyonu izole edilmis kloroplastlarda CO;
asimilasyonunu %50 oraninda inhibe eder (Kaiser, 1976). H,O, ile inhibe olan
diger duyarli hedefler thiol igerev ve thioredoksin ile diizenlenen NADP- bagh
gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz, fruktoz-1,6-bisfosfataz, sedoheptulaz-1,7-
bisfosfazaz ve fosforibulokinazlar gibi Calvin dongiisii enzimleridir (Jacquot et
al., 1997). Diger ROS’ yle karsilastirildiginda H,O, daha az reaktiftir. Yine de
H,0, kismen zararhidir ¢iinkii stabil oldugu icin hiicreler arasi diflize olabilir.
H20, ayrica sitotoksisiteyi arttiran ROS olusumunu tetikleyebilir. Fe*? ve Cu™
gibi metallerin varliginda Fenton reaksiyonuyla asir1 reaktif hidroksil radikalleri

olusabilmektedir;

M™ + H,0, — M™V* + *OH + "OH

® veya Cu*® Haber-Weiss reaksiyonuyla

Reaksiyon sonucu olusan Fe"
tekrar indirgenebilir ve Fe*? Fenton reaksiyonu i¢in yeniden olusturulmus olur.

H,0,, O, ve Fe*® in ayni anda bulunmasi "OH" olusumu icin tehlikelidir.
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02._ + H,0, F_>6+3 O, + ‘'OH + OH’

Dogrudan ya da dolayl bir sekilde olusan sitotoksisite nedeniyle bitkilerin
hayatta kalmast H;O;’ in siipiiriilmesine baglidir. Peroksidazlarla H»,O,’ in

detoksifikasyonu icin bir indirgeyici gerekmektedir.

1.2.4 Siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)
Stiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) metalloenzimdir ve tiim oksijen
tilketen organizmalarda bulunur. Siiperoksit radikallerinin (0,*) molekiiler
oksijen ve hidrojen perokside dismutasyonunu katalizler. Hidrojen peroksit ayni

zamanda katalaz ve peroksidazin substratidir.

202.- +2H" — H>0, + O,

Superoksit radikalleri bu reaksiyon ile hiicreden uzaklastirilirken, toksik
hidroksil radikalleri askorbat peroksidaz (APX), CAT, GR, peroksiredoksi, Tip-1II
peroksidazlar gibi enzimlerle Haber-Weiss reaksiyonunda uzaklastirilir (Cho et
al., 2009; Arora et al., 2002). Takahashi ve Asada (1983) fosfolipid
membranlarinin  sliperoksit radikallerine ge¢irimsiz oldugunu gostermislerdir.
Dolayistyla, stiperoksit olusumunda SOD’ un varlig: gereklidir.

Aktif bolgelerindeki metal kofaktorlere gore 3 farkli SOD enzimi vardir.
Bunlar, Fe-SOD, Cu/Zn-SOD ve Mn-SOD’dur. Fe-SOD’lar prokaryotlar, algler
ve yiiksek bitkilerin plastitlerinde, Mn-SOD’lar mitokondri ve peroksizom ve
Cu/Zn-SOD ise kloroplast, sitoplazma ve hiicresel arast bogluklarda
bulunmaktadir (Tanaka et al., 1999; Gechev et al., 2006). Yapilan ¢alismalarda
senesense ugrayan yapraklardaki Mn-SOD aktivitesinin arttigi ve iki yeni Cu/Zn-
SOD’ un belirlenmistir (Pastori and del Rio, 1994, 1997). Mn-SOD
peroksizomlarda diisiik yogunluklu artis gostermis ancak Cu/Zn-SOD’ un yiiksek

yogunluklu bir artis gostermistir.
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1.2.5 Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz (GR) bir flavo-protein oksidorediiktazdir ve hem
prokaryotlarda hem de dkaryotlarda bulunur (Romero-Puertas et al., 2006). Ayrica
ASH-GSH dongiisti i¢in gereklidir ve ROS’ ne karsi savunma sisteminde dnemli
bir rol oynar. Cogunlukla kloroplastta yer alan GR ¢ok az miktarlarda mitokondri
ve sitosolde de bulunmaktadir (Creissen et al., 1994, Edwards et al., 1990). GR,
bitkilerde antioksidatif proseslere ve metabolik diizenlenmeye katilan bir molekiil
olan GSH rediiksiyonunu katalizler. GR ayrica disiilfid bagli GSSH’ larin
NADPH bagl reaksiyonunu katalizleyerek GSH havuzunun devamliligini1 saglar
(Reddy and Raghavendra, 2006, Chalapathi Rao and Reddy, 2008, Sekil 2).

NADPH NADP*

Sekil 1.2: Glutatyon rediiktaz ve hiicresel redoks.

GR oksidatif strese karsi savunmada yer alirken GSH, ASH-GSH
dongiisti, siilfhidril gruplarimin ve GST’ ler i¢in substrat olusumu gibi hiicre
sistemleri i¢in 6nemli reaksiyonlarda rol alir (Reddy and Raghavendra, 2006). GR
ve GSH ¢esitli stresler altinda bitkinin toleransinin belirlenmesinde kritik bir rol
oynar (Chalapathi Rao and Reddy, 2008). GR aktivitesinin Cd varliginda arttig1 C.
annum (Leon et al., 2002), A. thaliana (Skorzynska-Polit et al., 2003/4), V. mungo
(Singh et al., 2008), T. aestivum (Khan et al., 2007) ve B. juncea (Mobin and
Khan, 2007)’ da bulunmustur. Eyidogan ve Oz (2005) C. arietinum L. cv. Gokce’

nin tuz stresi altinda yaprak dokularinda GR aktivitesinin arttigini belirlemislerdir.
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Ayni sekilde Kukreja et al. (2005) tuz stresine maruz kalan C. arietinum
koklerinde GR aktivitesinin arttigin1 gézlemlemislerdir. Srivastava et al. (2005) A.
doliolum’ da Cu stresi altinda GR aktivitesinin azaldigin1 fakat tuz stresi altinda
bu aktivitenin arttigin1 belirlemislerdir. Sharma and Dubey (2005) O. sativa
fidanlarinin kuraklik stresi altinda GR aktivitesinin belirgin bir sekilde arttigini,
kuraklik ve yiiksek 151k altinda P. asperata Mast. Fidanlarindaki GR aktivitesinin
arttig1 gozlenmis fakat diisiik 1s1k kosullarinda biiyiitiilen fidanlarda kurakliga
bagli bir GR artis1 gézlenmemistir (Yang et al., 2008).

Serbest oksijen radikallerinin yer aldigi reaksiyonlar bitki senesensini
karakterize eden bir 6zelliktir ve hiicre 6liimiine dogru giden bu proseste oksidatif
bozunumun organizasyonunda yer alir (Thompson et al., 1987). Bitki
senesensindeki 6nemli faktorler lipoksijenaz aktivitesi, reaktif oksijen tiirevleri ve
etilen ile jasmonik asit gibi senesense tesvik eden bilesenlerdir (Leshem, 1988).
Reaktif oksijen tiirevleri bitki senesensinde oksidatif hasarin 6nciil nedenidir (Del

Rio et al., 1998).

Organel ve membran degredasyonu serbest radikallerin {iretiminin artiginin
bir sonucudur. Ayrica, hidrojen peroksit gibi indirgen oksijen miktar1 senesens
stiresince ¢ok fazla artar. Bitkiler; toksik metabolitleri siipiiren katalaz, superoksit
dismutaz ve askorbat-glutatyon dongiisii bilesenleri gibi bir seri antioksidatif

enzimlerin aktivasyonuyla yanit verirler (Foyer et al., 1994).

Reaktif oksijen tiirevlerinin gereginden fazla olusmasi peroksizomlardaki
peroksidazin aktivasyonu, membran-bagli lipoksigenazlarin aktivasyonu ve
elektron transport zincirinde elektronlarin kaybi gibi senesens siiresince gerekli
baz1 proseslerin gerceklesmesiyle uyarilir. Lipid peroksidasyonu, senesense
onciilik eden etilen formasyonunda bir artis1 baglatan serbest radikallerin
olusumuna Onciilik eder (Arora et al.,, 2002). Senesens sliresince oksijen
radikallerinin asir1 artist hayvan sistemlerinde de gozlenebilir transgenik
Drosophila melanogaster’ de farkl radikalleri siipiiren enzimlerin asir1 ifadesinin
uyarilmas: arastirilmig. Katalaz ve ya siiperoksit dismutazin asir1 ifadesi tek
basina bir etkiye sahip degilken ayni enzimlerin kombine halinde asir1 ifade
olmas1 uzamis yasam dongiisii ile sonuglanmistir (Orr and Sohal, 1994). Bitki
sistemlerinde senesens esnasinda artan radikal seviyelerinin sadece radikal

olusumunun artmasiyla degil antioksidan enzimleri olusumundaki dengenin
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kaybiyla iligkili olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (Sekil 3) (Halliwell and
Gutteridge, 1989; Sen Gupta et al., 1993).

Sitosol Peroksizom Sitosol Mitokondri

glioksilik ]
acit domgisd — > suksinat

T v Y

p-oksidasyonu glikoneojenez +— (solunum

asetil-Cod ¥
COz

Lipidler =13 vag asitleri

4

iiriinler

Sekil 1.3: Senesenste lipid yikiminin metabolik yolu.

Antioksidatif kapasite ve potansiyel hayat dongiisiiniin birbiriyle iligkili
oldugu birgok organizmada gériilmiistiir (Sohal and Weindruch, 1996). Ornegin,
Prochazkova et al., (2001) erken senesense ugrayan bir misir hattinin (cv. X 3342)
olgunlasma asamasinda H;O, olusumunun ve lipid peroksidasyonunun artisiyla
uyarilan semptomlarin farkli antioksidan enzim aktivitelerini azalttigini

belirlemislerdir (Prochazkova et al., 2001).

1.3. Lipid Peroksidasyonu

Bitkilerde stres olusturan kosullar altinda ROS iiretimi meydana gelir ve
antioksidan savunma mekanizmasi devreye girer (van Breusegem et al., 1998).
ROS olusumuyla birlikte lipidlerin, fosfolipidlerin veya diger doymamis yaglarin
peroksidasyonu gibi hiicresel hasarlar olusur. Peroksidasyon, lipidlerin
bozunumuna ve membranlarin fonksiyonlarini kaybetmesine neden olur,
dolayistyla membran akiskanliginin kaybi, membran enzimlerinin inaktivasyonu
ve lipid baglarinda kopmalarina yol agar (Girotti, 1990). Lipid peroksidasyonu

(0zellikle hiicre membrani fosfolipidleri) bitki hiicrelerinde karbon kaynakli
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radikal iretiminde Onemlidir (Winston, 1990). Bitki hiicrelerinde lipid

peroksidasyonunun bazi ROS’ i ile iliskili oldugu goriilmektedir.

Membran lipid peroksidasyonu {i¢ agsamaya sahiptir; baglama, ilerleme ve
sonlanma. Baslama olayr metal komplekslerinin o6zellikle Fe ve Cu’ 1n
doniistimiinii igerir. Bu metal kompleksleri hem reaktif oksijen iiretiminde yer alir
hem de lipid hidro-peroksidazlarinin dekompozisyonunu katalizler. O," ve H,0,
baslama reaksiyonuna duyarhdirlar, fakat OHe ¢ok aktiftir, lipid reaksiyonunun
baslamas1 OHe araciligiyla gerceklesir. Zayif bagl Fe, lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonunu diizenleyen alkoksil ve peroksil radikallerinin olusumuyla
sonuglanan lipid peroksidasyonunun dekompozisyonunu katalizler (Winston,

1990, Aust et al., 1985).

RH + OH —» R + H0 Baslangi¢ Asamasi
(Lipid) (Lipid alkil radikal)
R’ + 0, —> ROO )

(Lipid peroksi radikal)

ROO° + RH —> ROOH + R’
ROOH —» RO’ —— Epoksidler, > Ilerleme Asamasi
hidro-peroksitler,

glikol, aldehitler )

R + R — R + R )
(Yag Asidi Dimeri)
R + ROO" —— ROOR > Sonlanma Asamasi

(Peroksit Dimeri)

ROO'+ROO° ——>» ROOR + O

(Peroksit Dimeri) )
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Lipid peroksidasyonu, bu proseste ikincil bir yan {irlin olan malondealdehit
(MDA) miktarin dlgiimiiyle gerceklestirilir (Halliwell and Gutteridge, 1986).
MDA igeriginin belirlenmesi hem koklerde hem de yapraklarda oksidatif hasarin
ve lipid peroksidasyonu seviyelerinin agiga ¢ikarilmasi agisindan 6nemlidir

(Queiroz et al., 1998; Zhou and Zhao, 2004).

1.4 Mevsimsel Degisim ve Kok Senesensi

Ilkbaharda biiyiime ve sonbaharda senesensin neden oldugu mevsimsel
degisim Ozellikle kis mevsiminin uzun ve siddetli bir sekilde yasandigi bolgelerde
yapraklarmi doken bitkilerde onemlidir. Bununla birlikte mevsimsel degisime
bagli biyokiitle doniisiimii CO, konsantrasyonunun mevsimsel olarak degisimi
acisindan da etkilidir (Keeling et al. 1996). Bu baglamda yaprak degisimi ile ilgili
senesens siireci iyi bilinmesine ragmen mevsimsel kok senesensi ile ilgili
stireglerin nasil meydana geldigi tam olarak bilinmemektedir. Yapraklarin1 doken
agaclarin ince koklerinin mevsimsel olarak degisimi ve biiyiime sezonu sonunda
kok 6liimii tizerinde daha az ¢alisilmis bir konudur (Hendrick and Pregitzer 1996;
Wells and Eissenstat 2001; Wells et al. 2002; Kern et al. 2004; Baddeley and
Watson 2005; Satomura et al. 2006). Kis aylarinda otsu ¢ayir bitkilerinde canli
kok miktar1 azalmaktadir ve dolayisiyla da tiretim azalmaktadir (Fitter et al. 1998;
Liu and Huang 2002), dolayisiyla hiicre 6liimii artig1, glin uzunlugunun kisaldigi
ve sicakliklarin azaldig1 yaz sonu gergeklesmektedir (Volder et al. 2007). Kiigiik
mevsimsel degisimler ince koklerin kisa hayat dongiisiine sahip olmalarina neden
olmaktadir (Eissenstat and Yanai 1997; Zak et al. 2000; Gregory 2006). Ancak
tirlerin ekolojik stratejileriyle de iliskili olabilen ortalama kok hayat dongiisi,
tirler aras1 biiyiik bir degisiklik gosterir (Ryser 1996; van der Krift and Berendse
2002). Dogal kosullardaki otsu bitkilerde kdk senesensinin zamanlamasina dair
elde edilen veriler, tiirler arasinda bu prosesin nasil bir degisiklik gdsterdigi ve bu

tiirlerin ekolojik gerekliliklerinin 6nemine dair bilgiler hala yetersizdir.

Kok 6liimiiniin mevsimsel degisim agisindan incelendigi ¢alismalar daha
cok agaclarda ve tarimsal bitkilerde yapilmistir. Kok doniisim modelinin
anlasilmasi1 bir bitki icin gerekli besin kaynaklar1 dengesinin ve ekosistemdeki

karbon dongiisiiniin karsilastirilmast agisindan yaprak doniisiimiiniin anlasilmasi
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kadar 6nemlidir. Ornegin, arktik sulak alan ekosistemlerinde ince kok iiretimi net
birincil iiretimin {icte birini olusturmaktadir (Nadelhoffer et al., 2002). Ince kok

dontistimii ¢cevresel kosullara duyarhidir (Guo et al., 2008).

Genel olarak 1liman sulak alanlardaki kok senesensi ve mevsimsel
degisimi iizerinde yapilan c¢alismalar ¢ok az sayidadir (Gill and Jackson, 2000).
Shaver ve Billings (1975) yaptiklart bir arastirma sonucunda, arktik sulak
alanlarda yetisen {i¢ gramine tliriinii karsilagtirmistir. Bu tiirlerden birinin her yil
yeni bir kok sistemi iirettigini ve digerlerinin de mevcut kok sistemlerini birkag
sene boyunca koruyup kullandiklarint bulmuslardir. Kis aylarinda turbalik
alanlarda yetisen Cladium mariscoides bitkisinde kok biyokiitlesinin azaldigi,
Carex rostrata bitkisinde ise arttig1 bulunmustur (Bernard 1974; Bernards et al.,
1985).

Yaprak senesensinin zamanlamasi bitkilerin ekolojik statejileri agisindan
onemlidir (Watson and Lu 2004; Kahlert et al., 2005). Mevsimsel degisimde
ozellikle 1liman sulak alanlarda yetisen graminoid tiirleri arasinda toprak alti
biyokiitle ve govde yogunlugu acisindan biiyiik farkliliklar goriilmektedir
(Bernard and Bernard 1973, 1977; Gorham and Somers 1973; Bernard 1976).
Kuzey-Dogu Ontario’ da yaprak doken biyomun biiyiime sezonu uzunlugu
yaklagik 180 giindiir (Watson and Mclver 1995). Sparganium sp. ve Alisma
triviale Eyliil’ de senesense ugrarken; Carex lacustris ve Carex stricta Kasim’
daki dondurucu soguklardan sonra senesense ugramaktadir. Nutrient agisindan
fakir ortamlarda yetisen Carex oligosperma ise kis boyunca yesil kalmaktadir (P.

Ryser’ 1n kisisel gézlemi).

Ekologlarin karsilastigi zorluklardan biri tiirlerin dagilimi ve bollugunun
arasindaki iliskinin anlasilmasidir (Krebs, 1985). Halen ¢ogu bitkinin cevresel
etkenlere toleransi, 6lim nedenleri ve tiirle arasi iligki gibi bilgiler sinirhdir.
Carex exilis ile yapilan bir g¢alismada bitkinin dagilimina iliskin etkenler
belirlenmistir ~ (Santelmann, 1991). Carex exilis Nova Scotia’ nin
kuzeydogusunda, New Brunswick’ in giineydogusunda ve Newfoundland’ in
giineyindeki minerotropik kosullarin indikatoriidiir (Sjors, 1963; Vitt and Slack,
1975; Glaser et al., 1981; Glaser 1983), ayrica ¢ayirlarda oldugu kadar ombotrofik
bataklik kiyilarinda da yetismektedir (Damman, 1980; Glaser, 1983; Santelmann,

1988). Kuzey Amerika’ daki bazi tiirlerin (Aster nemoralis, Scirpus cespitosus,
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Vaccinium macrocarpon ve Xyris montana gibi) dagilimi belirlenmistir
(Damman, 1980; Glaser, 1983).

1.5 Senesens ve Abiyotik Stres iliskisi

Kuraklik, diisiik ve yiiksek sicaklik, tuzluluk gibi gevresel stresler {iriin
eldesini kayda deger bir sekilde hasara ugratir. Bu stresler ayni zamanda
senesensin olusumuna da Onciiliikk etmektedir. Senesens, proteinler ve lipidler gibi
makromolekiillerin hidrolizi ve fotosentetik aktivitenin kayb1 gibi ¢esitli hiicresel
prosesleri igine alan genetik olarak programlanmis bir asamadir. Cesitli biyotik ve
abiyotik stresler altinda ya da dogal senesens esnasinda siiperoksit, hidrojen
peroksit, hidroksil radikalleri ve tekli oksijen gibi reaktif oksijen tiirevlerinin asir1
artistyla ilk yanit olan oksidatif patlama meydana gelir (Bhattacharjee 2005).
Boylese ROS stres ve senesens proseslerinde merkezi bir bilesen olarak

tanimlanmaktadir.

Kuvvetli bir fotooksidatif potansiyeline sahip olan kloroplastlar asir1t ROS
olusumunda etkilenebilir. Tilakoidler yiiksek oksijen konsantrasyonu ve elektron
taginim zinciri durumuna gdre oksijeni O, *’ e indirger (Navari-1zzo et al. 1999).
Dolayisiyla cesitli ¢cevresel stresler esnasinda ROS’ ne bagli hasarin hedeflerini
olustururlar. Kloroplastlar ayrica bitkilerdeki yaglanmaya bagli oksidatif stresin
hedef organeli oldugu diistiniilmektedir ancak, spesifik ROS detoksifikasyon
sistemleri hem tilakoidlerde hem de stomada bulunmaktadir (Munné-Bosch and
Alegre 2002; Noctor et al. 2000). Kloroplasttaki ROS, enzimatik olmayan
askorbat ve glutatyonun indirgendigi askorbat-glutatyon yolu enzimleriyle
stiptirtiliir.

Bitki tiirleri lokalizasyonlari, bliylime durumlari ve stres duyarliliklarina
baglhi strese yamtlari farklillk gosterir. Bitkiler ¢evresel degisiklikler
dogrultusunda aligma proseslerini diizenlerler. Aligma yanitlar1 soguk, anoksi ve
151k gibi streslerle ¢alisiimistir. Soguga alisma siireci en iyi calisilmis olandir
(Fryer et al. 1998; Prasad et al. 1994; Wise 1995). Oksidatif stresle ilgili veriler
bugdayda (Selote and Khanna-Chopra 2006; Khanna-Chopra and Selote 2007) ve
celtikte (Srivalli et al. 2003) kurakliga alisma iizerine yapilan ¢aligmalardan elde

edilmistir. Abiyotik stres diinya genelinde asil tarim {irlinlerinde ortalama %50
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kayba sebep olmasiyla iiriin kaybinin dncelikli nedenidir (Navabpour et al., 2003).
Oksidatif stres siiresince olusan reaktif oksijen tiirevlerinin detoksifikasyon
mekanizmalarina odaklanildiginda ¢esitli streslere toleranslhi bitkilerin {iretimine
dair yeterli yaklasimlar bulunmaktadir (Wang et al., 2003). Yukarida belirtildigi
gibi oksidatif stres bazi organlarin ya da tiim bitkinin senesensine neden olur.
Sebzelerin tam gelisimden 6nce hasat edilmesi enerji ve nutrient kaynaklarmin
aniden kesilmesiyle biiyiik bir strese maruz kalmaktadir. Senesensin zamanlamasi
tohum olusum zamani, tohum sayisi ve kalitesi, meyve olgunlagsmasi gibi
birbirinden farkli birgok tarimsal 6zelligi etkiler. Yasam Omriiniin artis1 fungus ve
diger mikro-organizmalar kadar insan sagligmma da onemli etkileri olabilir. Bu
yiizden, senesens mekanizmasinin anlasilmasi tarimsal iirlinlerin gelisimi i¢in yeni

gerecleri gerektirmektedir.

Daha oncede belirtildigi gibi senesens siireci yaprak ve toprak {istii
organlarda daha iyi bilinmesine ragmen koklerde bu silirecin nasil isledigi
bilinmemektedir. Calismamizin hipotezi, mevsimsel degisime bagli senesens
stirecinde oksidatif stres ve antioksidan enzimlerin 6nemli bir role sahip
olmasidir. Bu hipotezin dogrulugunun incelenmesi i¢in kok yasam dongiileri
farkli olan 4 sulak alan bitkisinden ilkbahar, yaz ve sonbahar mevsimlerinde
ornekleme yapildi. Orneklerde, peroksidaz, askorbat peroksidaz, peroksidaz,
katalaz enzimlerinin aktivitelerine, lipid peroksidasyon diizeylerine ve koklerin

canlilik yiizdeleri incelendi.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Bitki Materyali ve Ornekleme Plam

Calismada kok hayat dongiileri farkli olan dort farkli ¢ok yillik sulak alan
monokotil tiirii kullanilmistir: Sparganium androcladum (Engelmann) Morong ve
Rhynchospora alba (L.) Vahl tiirlerinin kok sistemleri sonbaharda canliligini
yitiriken; Scirpus microcarpus J. Presl ve Carex exilis Dewey tiirleri kis aylarinda
canlt kalabilmektedir (Ryser and Kamminga, 2009). Cizelge 2.1’ de gosterilen
tarihlerde, GPS koordinatlar1 verilmis olan bolgelerden 6rneklemeler yapildi. Kok
ornekleri yikanip temizlendikten sonra kuru buz icinde muhafaza edilerek
laboratuar ortamina getirildi. Tiim Orneklemelerde her tiire ait 8 farkli bitkiden
kok ornegi alindi ve alinan ornekler analiz giiniine kadar aliiminyum folyo ile
paketlenerek -80 C’ de derin dondurucuda saklandi. Her 6rnekleme sirasinda
taginabilir termometre ile toprak alti sicakliklari Olgiilerek ornekleme yapilan

bolgenin sicaklik degisiminin belirlendi, bu degerler Cizelge 2.2° de

gosterilmistir.
Iikbahar Yaz Sonbahar Enlem Boylam | Rakim
5 Haziran | 22 Agustos | 17 Eyliil 46"41' 81"32'
Carex exilis 2012 2012 2012 49.27" N 57.20"W 417 m
Rhynchospora | 5 Haziran | 22 Agustos | 17 Eyliil 46" 41’ 81" 32’
alba 2012 2012 2012 39.01"N 33.70"W | 417m
Scirpus 17 Mayis | 24 Agustos | 19 Eyliil 46" 21’ 80" 49’
microcarpus 2012 2012 2012 32.15" N 4420"W | 220m
Sparganium 17 Mayis | 24 Agustos | 19 Eyliil 46" 24' 80" 52'
androcladum 2012 2012 2012 22.43" N 35.79"W | 240m

Cizelge 2.1: Caligmada kullanilan bitkilerin 6rnekleme tarihleri ve drnekleme yapilan bdlge

koordinatlari

iikbahar Yaz Sonbahar
C. exilis ve R. alba i¢in 17 °C 25°C 13°C
S. microcarpus ve S. androcladum igin 18°C 25°C 13°C

Cizelge 2.2 Ornekleme yapilan bdlgelerdeki ortalama mevsimsel sicaklik degisimi
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2.2 Canhlik Testi

Renksiz TTC (Trifeniltetrazolyum Klorid) canli dokularda indirgenerek
kirmizi formazan rengi almaktadir ve dokularin canli veya 6lii olduklar1 renk
degisimine bagl tespit edilir (Kuhn and Jerchel, 1941; Comas et al., 2000; Ruf
and Brunner, 2003). Her bir gruptan 10-15 mm uzunlugunda kok oOrnekleri
sintilasyon kavanozuna aktarilarak tizerine 25 ml % 0,3 TTC ve 10 mM glukoz
iceren soliisyon eklendi. Soliisyona glukoz eklenmesi kék metabolizmasinin
devamliligr i¢in gereklidir (Collet et al., 2002; Robey, 2007). Kavanozlar
aliiminyum folyoya sarilarak 30 °C’ de 36-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast her bir kavanozdaki kok-soliisyon karisimi 20-cm petriye bosaltilmistir.
Petrinin altina karelaj yerlestirilerek her bir kdk 6rneginin pembe ya da kirmizi

renk almasina bagli sayim yapilmistir.

2.3 Homojenizasyon

-80 °C’ de saklanan kok orneklerinden 0,5 g alinarak 1 mM EDTA ve %2
(w/v) polivinilpolipirolidon (PVPP) i¢eren 2 ml 0,05 M Na-P tamponuyla (pH:
7.8) homojenize edildi. Homojenatlar 4°C’ de 14,000 g x 30 dakika
santrifiijlendikten sonra ayrilan silipernatantlar protein ve enzim analizlerinde

kullanilmak tizere -20 °C’ de sakland..

2.4 Protein tayini

Orneklerdeki protein miktar1 Bradford (1976) yontemi kullanilarak
yapilmistir. Standart olarak Bovine Serum Albumin kullanilmistir. 1 mL’lik
polistiren kiivetlere 50 pl 6rnek ve 950 pl reaksiyon karisimi (Coomassie Brilliant
Blue) pipetlendikten sonra karisiml10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra 595 nm’ de 6rneklerin absorbans degerleri belirlendi. Ayn1 kosullarda BSA
standartlarina ait absorbans degerleri belirlenerek kalibrasyon egrisi hazirlandi.
Kalibrasyon egrisindeki degerler kullanilarak 6rneklerdeki protein miktarlar1 mg

yas agirhk™ olarak hesaplandi.



23

2.5 Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Enziminin Aktivitesinin
Belirlenmesi
Peroksidaz (POX) enziminin aktivitesi, Herzog ve Fahimi’ye (1973) gore

yapildi. Seyreltilen o6rneklere, % 50 w/v jelatin ve 0.15 M Na-fosfat-sitrat
tamponu igeren, DAB (3,3’-diaminobezidin-tetrahidroklorid dihidrat) ¢ozeltisi ve
% 0.6 H,0; eklendi. 465 nm’de absorbans degisimi 3 dk gozlendi. 1 enzim tinitesi
dakikada tiiketilen umol'lml'l H,0; miktar1 olarak hesaplandi. Spesifik enzim

aktivitesi, enzim iinitesi mg protein™ g yas agirlik ™ olarak belirtildi.

2.6 Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Enziminin
Aktivitesinin Belirlenmesi
Askorbat peroksidaz (APOX) enziminin aktivitesi, Nakano ve Asada

(1981) yontemine gore yapildi. Yontem, ornekteki enzim tarafindan askorbat
okside  edildikce, 290nm’deki  absorbans  diisiisiinlin  belirlenmesine
dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7.0), 0.5 mM
askorbat, 0.1 mM EDTA Na; ve 1.2 mM H,0; igerir. Seyreltilen Grneklere
reaksiyon karigimi ilave edilerek, reaksiyon 3 dakika siiresince izlendi. Okside
olan askorbat miktar1 ekstinksiyon katsayisindan (€ = 2.8 mM™ cm™) hesaplandi.
1 enzim iinitesi, dakikada okside olan askorbat (umol ml™) miktaridir. Spesifik

enzim aktivitesi, enzim tinitesi mg protein™ g yas agirlik * olarak belirtildi.

2.7 Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) Enziminin Aktivitesinin
Belirlenmesi
Katalaz (CAT) enziminin aktivite analizi, Bergmeyer (1970)’e gore

yapildi. 240 nm’de H,O’in tiiketilmesi 3 dk siire ile izlendi. Reaksiyon karigimi
0.05 M Na-fosfat tamponu (pH 7.0), % 3 H,O, ve 1 mM EDTA igerir. Dakikada
tiketilen pmol H,O, miktar1 1 enzim tinitesi olarak saptandi. Spesifik enzim

aktivitesi, enzim {initesi mg protein™ g yas agirlik™ olarak belirtildi.

2.8 Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Enziminin Aktivitesinin
Belirlenmesi
Glutasyon rediiktaz (GR) enziminin aktivitesi, Foyer ve Halliwell (1976)

metoduna gore gergeklestirildi. Reaksiyon sirasinda NADPH varliginda, 3 dk stire
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ile tiikketilen okside glutasyonun miktarindaki azalma, absorbans (340 nm) diistisii
izlenerek tespit edildi. indirgenen glutasyon (GSSG) diizeyi ekstinksiyon
katsayisindan (€ = 6.2 mM™ Cm'l) hesaplandi. 1 enzim iinitesi dakikada okside
olan glutasyon (pumol ml'l) miktaridir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim iinitesi mg

protein™ g yas agirlik™ olarak belirtildi.

2.9 Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyon analizi Madhava Rao and Sresty (2000) yontemi temel
alinarak yapildi. Bu yontemi reaksiyon sonucu olusan son {iriin olan
malondealdehit miktarinin 6l¢iilmiine dayanmaktadir. MDA analizi i¢in 0,1 g kok
ornegi 0,5 mL % 0,1 tirkloroasetik acit (TCA) ile homojenize edildi. Homojenat 5
dak 10,000 x g’ de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 300 pl supernatant temiz
tiiplere aktarildi ve tizerine 1,2 mL % 20 TCA ve % 0,5 tiyobarbitiirik asit (TBA)
iceren karisim eklendi. Elde edilen karisim 95°C’ de 30 dakika inkiibe edildikten
sonra buz banyosunda sogutuldu. Karigim 15 dakika 10,000 g’ de santrifii
edildikten sonra siipernatantlarin absorbans degerleri 532 ve 600 nm dalga
boylarinda okundu. Orneklerdeki MDA konsantrasyonu ekstinksiyon katsayis1 (g
=155 mM™ cm™) kullanilarak hesaplandi.

2.10 istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizlerde SYSTAT programi kullamldi. Mevsimsel degisim
ile antioksidan enzim aktivitesi arasindaki iliski Analysis of Variance (ANOVA)
ile; bu parametrelerin MDA igerigi ile iliskisi ise General Linear Model (GLM) ile
belirlendi. Enzim aktivitelerine ve lipid peroksidasyonuna ait Olgtimler 8’er

tekrarli yapildi (n=8).
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 Canhilik Testi
Bitkilerin 6rnekleme yapildiklart donemlerdeki canlilik yiizdeleri Cizelge

3.1” te verilmistir. Cizelgede de goriildiigi iizere calismada kullanilan bitkilerin

canlilik degerleri ilkbahardan kisa gecildikce belirgin bir sekilde azalmaktadir.

[Ikbahar Yaz Sonbahar
C. exilis 94 89 69
R. alba 95 94 80
S. microcarpus 96 98 83
S. androcladum 96 92 74

Cizelge 3:1 ilkbahar, yaz ve sonbahar mevsimlerinde bitkilerin canlilik yiizdeleri.

Yapilan ¢esitli arastirmalar bitkilerde senesens siirecinin gevresel etkenlere
kars1 olusturulan bir yanit olarak evrim gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu
cevresel etkenlere iklim kosullarindaki degisim ve besin maddelerinin azalmasi
ornek olarak verilebilir (Watson and Lu, 2004). Besin maddeleri senesense
ugrayan yapraklardan depo organlarina taginir (Killing, 1996) Bu proses gelisimin
stirdiiriilmesi ve kayip riskinin en aza indirilmesi agisindan énemlidir (Watson and
Lu, 2004). Koklerde, besin maddelerinin miktar1 yapraklara gore daha azdir ve
yapilan son caligmalarda senesense ugrayan fasulye (Snapp and Lynch, 1996),
¢im (Aerts, 1990) ve saz bitkisi (Scheffer and Aerts, 2000) gibi otsu bitki
koklerinden besin maddelerinin geri taginiminin olmadigini1 géstermistir. Bununla
birlikte, belirli bir olgunluga ulasmis agac¢ koklerinde besin maddelerinin geri
taginiminin olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (Meier et al., 1985; Goldfarb et
al., 1990). Kok senesensinin, ¢evresel etkenler dncesi besinlerin geri kazaniminin
saglanmasi i¢in degil, solunumun korunmasi igin gerekli oldugu diistintilmektedir
(Pritchard and Rogers, 2000). Bu da bitkilerin zorlu kosullarda koklerin
kaybedilip yeniden olusturulmasindansa eskilerin korunumuna yonelik oldugunu

gostermektedir (Eissenstat et al., 2000).

TTC indirgenmesinin kullanildigi kok senesensiyle iliskili ¢aligmalarda
kok oliimiiniin birden gerceklesmedigi fakat bu prosesin yavas oldugu ve senesens
ilerledikge TTC indirgenmesinin azaldigr goézlenmistir (Clemensson-Lindell,
1994; Comas et al., 2000). TTC indirgenmesi kok solunumuyla iligkilidir (Comas

et al., 2000). Bu yavas oliim siireci, programli olarak gerceklesmemektedir fakat
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bitkiler de gorevini yerine getiremeyen koklere olan destegi birakmaktadir,
dolayistyla hiicre progresyonundan doku dliimiine uzanan bir siire¢ baglamaktadir

(Eissenstat and Volder, 2005).

C. exilis, R. alba ve S. androcladum bitkilerinin canliliklar1 yaz sonunda
sirastyla % 5, % 1 ve % 4 oranlarinda kademeli olarak azalmaktadir fakat S.
microcarpus bitkisinin canlilig1 yaz sezonunda % 2 artmis ve sonbahara gegiste %
15 azalmistir. Sonbahardaki canlilik oranlari ilkbahara kiyasla C. exilis, R. alba,
S. microcarpus ve S. androcladum igin sirasiyla % 26, 15, 13 ve % 22 oranlarinda

azalimistir.

S. androcladum ile yapilan ¢alismalar bu bitkinin sonbaharda kok
senesensine ugradiginmi  gostermektedir (Ryser and Kamminga, 2009).
Calismamizda elde ettigimiz canlilik ve protein degerleri ile ilgili veriler bu
bitkide kok senesens siirecinin bagladigini destekler niteliktedir (Cizelge 3.1;
3.2). Sonbaharda g6zlenen senesens kokte toprak iistii organlarindaki senesense
gore daha diisiik diizeydedir. Baz1 bitkilerde kok senesensi ile yaprak senesensi
arasinda bir iliski oldugu bilinmesine ragmen bu iliski genelleyebilmek miimkiin
degildir (Ryser and Kamminga, 2009). Ornegin S. microcarpus bitkisinde yaprak
senesensi ¢ok hizli gerceklesmesine ragmen kok senesensi ¢ok diisiik diizeylerde
gozlenmektedir. (Ryser and Kamminga, 2009). Bitkilerde yaprak ve kok senesensi

arasindaki iliski ¢cok net olarak bilinmemektedir.

3.2 Total Protein Miktari Sonuc¢lari
Bitkilerde total protein miktar1 senesens siirecinde hizli bir azalma

gostermektedir. Ozellikle yapraklarda proteinlerin hizli bir sekilde pargalandig1 ve
azot tasiniminin saglandig bilinmektedir (Feller and Fischer, 1994). Sonuglarimiz
incelendiginde tiim bitki gruplarinda mevsimsel degisime bagli olarak kok protein
miktarlarinda hizli bir azalma goézlendi (Cizelge 3.2) Total protein miktarlar
ilkbahardan yaza geciste azalirken yazdan sonbahara geciste artti. Fakat bu artig

ilkbahardaki degerlerine yakin diizeylerde gézlenmedi.

Yapilan c¢aligmalarda ¢esitli bitkilerde senesens siirecinde total protein

miktar1 azalirken, transkripsiyon ve vakuolar enzimzimlerin aktivitelerinin arttig
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gozlenmistir. Yapraklarda senesens siirecinde proteinlerin pargalanmasi sonucu
aciga c¢ikan aminoasitler yapraklardan floeme iletilmektedir (Hortensteiner and
Feller, 2002).

flkbahar Yaz Sonbahar

C. exilis 11,55+ 0,82 9,73 £1,2 6,23 +1,48

R. alba 8,40 + 1,11 2,95 +£0,28 4,49 +0,49

S. microcarpus 16,92 £2,22 2,21 £0,45 514 £0,9
S. androcladum 12,03 £2,78 3,36 £0,35 6,77 +£0,52

Cizelge 3.2: Ilkbahar, yaz ve sonbaharda mevsimlerinde 6rneklemesi yapilan bitkilerin

total protein miktarlar1 (mg protein ml™)

Genel olarak tiim bitki gruplarinda protein degerleri mevsimsel degisime
bagli olarak azaldi. C. exilis'de protein miktar1 ilkbahar degerleri ile
karsilastirildiginda yaz sonunda % 16; sonbaharda ise % 46 oraninda azaldi. Bu
degerler diger bitkilerdeki protein miktar1 degisimlerine gore daha yiiksek
seviyededir. R. alba, S. microcarpus ve S. androcladum bitkilerinde protein
miktarlar1 ilkbahardan yaz sonuna gegiste sirasiyla % 65, % 87 ve % 72 oraninda
azalma gosterdi. Benzer bigimde bu bitkilerde protein seviyeleri sonbahar
doéneminde ilkbahar degerlerine gore belirgin diizeyde azaldi. Protein miktarlari
yaklagik olarak R. alba’da % 47; S. microcarpus ta % 70 ve S. androcladum ‘da
% 44 oraninda azaldi (Cizelge 3.2).

3.3 Antioksidan Aktivite Sonug¢lari
Mevsimsel degisimin bir asamasi olan senesens siireci bitki gelisimi

acisindan da ¢cok onemlidir. Bitkilerin mevsimsel degisim siirecinde rejenerasyonu
ve hayatta kalmasi i¢in gerekli besin maddeleri senesense ugrayan organlardan
diger organlara tasinmaktadir. Tarimsal {iretimde bitkilerin streslere karsi
toleranslarinin ve {irlin kalitesinin arttirilabilmesi igin senesensin geciktirilmesinin
gerekli oldugu diistintilmektedir. Bu nedenle senesens siireci ile antioksidan enzim
aktiviteleri arasindaki iliskisinin belirlenmesinin bu agidan degerli bir bilgi oldugu

diistiniilmektedir.

Calismada kullanilan C. exilis, R. alba, S. microcarpus ve S. androcladum
bitkilerinini antioksidan enzim (POX, APX, CAT ve GR) aktivite degisim

degerleri genel olarak Cizelge 3.3” de verilmistir.
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POX aktivitesi | APX aktivitesi | CAT aktivitesi | GR aktivitesi
(iinite mg (iinite mg (iinite mg (iinite mg
protein™) protein™) protein™) protein™)
Scirpus microcarpus | 1,291 £0,35 0,037+ 0,01 1,732 +£0,49 | 0,005+ 0,003
E Sparganium 2,057+0,6 0,058 + 0,02 1,663 +0,5 0,024 + 0,014
s androcladum
é Rhyncospora alba 3,654+ 0,6 0,022 £ 0,01 3,576 £ 0,82 | 0,031+ 0,009
Carex exilis 2,938 £ 0,26 0,035+ 0,02 6,211 +£0,69 | 0,015+ 0,006
Scirpus microcarpus | 8,582+ 1,62 0,042 + 0,01 3,114+ 1,17 0,025+ 0,02
~ Sparganium 6,654 £ 0,94 0,343 £ 0,04 23,298 +4,12 0,015 +0,01
N androcladum
Rhyncospora alba 5,076 = 0,34 0,112+ 0,02 5,125+ 0,44 0,021 £ 0,02
Carex exilis 2,656+ 0,36 0,032+ 0,01 7,332+ 1,23 0,006 + 0,01
Scirpus microcarpus | 3,981 £ 0,46 0,022 £ 0,01 2,296 £ 0,72 0,011 £0,01
i Sparganium 3,434+021 | 0,105+0,03 | 3,210£0,82 | 0,011+0,01
3 androcladum
§) Rhyncospora alba 2,077 £ 0,42 0,047 £ 0,02 4,488 £ 1,54 0,036 + 0,04
Carex exilis 3,813+ 0,95 0,022 + 0,01 3,560 + 1,06 0,015+ 0,02

Cizelge 3.3: Ilkbahar, Yaz ve sonbaharda &rnekleme yapilan bitkilerin POX, APX, CAT ve GR

antioksidan aktiviteleri (iinite mg protein™)

3.3.1 Peroksidaz (POX) Aktivite Sonuclari
Peroksidaz enzim aktivite degerleri tiim bitki gruplarinda mevsimsel

senesens siirecine bagli olarak degisim gosterdi (Cizelge 3.3; Sekil 3.1). C. exilis
tirii disindaki tiim bitkilerde ilkbahardan yaz mevsimine gecis doneminde POX
aktiviteleri artti. Geg senesense ugradigi diistiniilen C. exilis tiirtinde ise POX
aktivite diizeyi ilkbaharda gozlenen seviyelerde kaldi. POX aktivitesi yaz donemi
sonunda yaklagik olarak R. alba’da 1.4 kat, S. microcarpus’da 7 kat ve S.
androcladum’da 3 kat artis gosterdi. Bu degerler karsilastirildiginda en yiiksek
POX aktivitesi ge¢ senesense ugradigi diistiniilen S. microcarpus’da elde edildi.
ilkbahar
déneminde en yiiksek peroksidaz aktivitesi R. alba’ ya (3,654 iinite mg protein™)

POX aktivite degerleri mevsimsel olarak karsilastirildigida ise;
aitken, en diisiik deger S. microcarpus’ a aittir (1,291 iinite mg protein™). Yaz
sonunda ise en yitksek POX degeri S. microcarpus’ ta (8,852 iinite mg protein™),
en diisik deger de C. exilis (2,656 iinite mg protein™) bitkisinde belirlendi.
Sonbahara geciste ise erken senesenese ugradiklari diisiiniilen R. alba ve S.

androcladum bitkileri sirasiyla 2,077 ve 3,434 iinite mg protein™ degerleriyle en
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diisiik degerlere sahipken; C. exilis ve S. microcarpus bitkileri 3,813 ve 3,981
iinite mg protein™ degerleriyle en yiiksek degerlere sahiptir (Cizelge 3.3). Tiim
bitkilerde POX aktivitesi yaz sonunda degisik oranlarda artis gosterirken, bu
degerler sonbahar basinda azalma gosterdi. Genel olarak POX aktivite degerleri
mevsimsel olarak degisim gosteren lipid peroksidasyonu diizeyleri ile paralellik
gostermektedir (p:0.000). Zhou ve Zhao (2004) tarafindan yapilan bir bagka
calismada, dort farkli sulak alan bitki tiirtiniin mevsimsel sicaklik degisimine bagli
antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda, koklerdeki POX aktivitesinin sicaklik

diisiisii ile artig gosterdigini rapor edilmistir.
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3.3.2 Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivite Sonuglari
APX enzim aktivite degerleri tiim bitki gruplarinda mevsimsel senesens

siirecine bagli olarak degisim gosterdi ancak bu degisim yaz mevsiminden
sonbahara geciste daha belirgin seviyedeydi (Cizelge 3.3; Sekil 3.2). Yaz
déneminde APX aktivitesi ilkbahar degerleri ile Kkarsilastirildiginda erken
senesense ugradig diisiiniilen S. androcladum ve R. alba bitkilerinde sirasiyla 6
ve 5 kat artis gosterdi. Bununla birlikte APX degerleri sonbaharda da sirasiyla 1,8
ve 2 kat artt1. C. exilis ve S. microcarpus’ta ise APX aktivite degerleri ilkbahardan

yaza geciste ayn1 diizeyde gozlenirken, sonbaharda 1,6 ve 1,7 kat azaldi.

fIkbahar déneminde en yiiksek APX enzim aktivitesi S. androcladum’da
(0,058 iinite mg protein™), en diisiik APX enzim aktivitesi de R. alba’ da (0,022
iinite mg protein™) belirlendi. Yaz sezonu sonunda ise APX enzim aktivitesi
degerleri R. alba’da 0,112; S. androcladum’da 0,343; C. exilis’de 0,032 ve S.
microcarpus’ ta 0,042 iinite mg protein™ olarak kaydedildi. Bu degerler icinde S.
androcladum’da belirlenen APX aktivitesi tiim oOrneklemeler iginde en yiiksek
aktivite degeridir. Sonbahar déneminde ise S. androcladum en yiiksek degere
sahipken (0,105 iinite mg protein™), en diisiik APX enzim aktivitesi degerlerine
sahip bitkiler C. exilis ve S. microcarpus’ tur (0,022 ve 0,022 iinite mg protein™)
(Cizelge 3.3). Yapilan istatistiksel analizlerde her bir bitkiden elde edilen APX
aktivitesi degerlerinin MDA igerigiyle uyumlu oldugu belirlenmistir ( p: 0.012).

Askorbat-glutasyon dongiisii enzimlerinin aktivitelerinin senesens siireci
ile iligkili olarak degisim gosterdikleri daha onceden yapilan ¢aligmalarda da
gosterilmistir (Del Rio et al., 1998; Dalton et al., 1993; Becana et al., 2000). Del
Rio et al. (1998) yaptiklari calismada 6zellikle peroksizomal APX aktivitesinin
senesens siirecinde azaldigini belirlemistir. Diger c¢alismalarda da askorbat-
glutasyon dongiisii enzimlerinin aktivitelerinin senesens Oncesinde yiiksek
diizeylerde oldugu gozlenmistir (Dalton et al., 1993; Becana et al., 2000). Zhou
and Zhao’nun (2004) yaptigi ¢alismada Poa sphyondylodes, Bromus inermis,
Bromus sinensis ve Elymus nutans bitkilerinde APX aktivitelerinin kis sezonuna
(Aralik) kadar degisim gostermedigini rapor etmislerdir. Bu baglamda
caligmamizda C. exilis ve S. microcarpus bitkilerinde gozledigimiz APX degisim

profilleri ad1 gecen ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.
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3.3.3 Katalaz (CAT) Aktivite Sonuclari
Calismamizda C. exilis, R. alba, S. microcarpus ve S. androcladum

bitkilerinde mevsimsel senesens siirecine bagli olarak CAT enzim aktivite
degerleri degisim gosterdi (Cizelge 3.3; Sekil 3.3). Ilkbahar degerleri ile
karsilagtirildiginda genel olarak tiim bitki gruplarinda yaz ve sonbahar doneminde
yiiksek CAT aktiviteleri belirlendi. En yiiksek CAT aktivitesi S. androcladum
bitkisinde yaz sonunda gozlendi, bu bitkide CAT aktivitesi ilkbahar degerlerine
gore 13 kat artti. Genel anlamda erken senesense ugrayan C. exilis ve S.
androcladum bitkilerinde CAT aktivitelerinin ge¢ senesense ugrayan bitkilere

gore daha yiiksek diizeyde oldugu goriildii.

[lkbahar déneminde en yiiksek CAT enzim aktivitesi 6,211 iinite mg
protein™ degeriyle C. exilis bitkisine aittir. En diisiik CAT enzim aktivitesi ise S.

androcladum’ da gdzlendi (1,663 iinite mg protein™). Yaz sezonu sonunda en
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yikksek CAT aktivitesi S. androcladumda (23,298 mg protein™), en diisik CAT
aktivitesi ise S. microcarpus’da (3,114 mg protein™) belirlendi. Sonbaharda ise R.
alba en yiiksek (4,488 mg protein™) CAT enzim aktivitesi gosterirken en diisiik
deger 2,296 mg protein™ ile S. microcarpus’ ta kaydedildi (Cizelge 3.3). Yapilan
istatistiksel analizlerde her bir bitkiden elde edilen CAT aktivitesi degerlerinin
MDA igerigiyle uyumlu oldugu goriildii ( p: 0.000). Zhou ve Zhao (2004)’ nun
yaptig1 calismada CAT aktivitesinin Kasim ayimna kadar diistiigii fakat ilkbahar
aylarinda yiikselise gectigi gozlenmistir.
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3.3.4 Glutatyon Reduktaz (GR) Aktivite Sonuclari
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Calismamizda C. exilis, R.
alba, S. microcarpus ve S.
androcladum bitkilerinde
mevsimsel senesens  siirecine
bagli olarak GR  enzim
aktiviteleri incelendi (Cizelge
3.3; Sekil 3.4). Genel olarak S.
microcarpus bitkisi  digindaki
tiim bitkilerde GR aktivitesi yaz
ve sonbahar donemlerinde azald1
veya ayni seviyelerde kaldi.

C. exilis'te GR aktivitesi
yaz sonunda 2,5 kat oraninda
azaldi ancak sonbahar basinda
tekrar  ilkbahar  degerlerine
yiikseldi. GR aktivitesi R. alba
bitkisinde yaz sonunda 1,5 kat
azalirken C. exilis’de oldugu
gibi sonbaharda ilkbahar
seviyelerine yiikseldi. Bununla
birlikte, S. microcarpus
bitkisinde ilkbahar degerleri ile
karsiltirlldiginda GR  aktivitesi
yaz sonunda 5 kat, sonbaharda
ise 2,2 kat artig gosterdi. S.
androcladum  bitkisinde GR
aktivitesi yaz doneminde 1,6 kat;
sonbaharda ise 2 kat olmak
iizere kademeli olarak azaldi.

Mevsimsel olarak GR
aktivite degerleri incelendiginde,
ilkbahar déneminden en yiiksek
GR enzim aktivitesi R. alba’ da
(0,031 iinite mg protein'l); en
diisiik deger ise S. microcarpus
(0,005 iinite mg protein™) olarak
belirlendi.

Sekil 3.4: : Ilkbahar, yaz ve sonbahar mevsimlerinde 6rnekleme yapilan C. exilis, R. alba, S.
microcarpus ve S. androcladum bitkilerindeki GR aktivite degisim degerleri (iinite mg protein™)
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Yaz déneminde ise, en diisik GR aktivitesi 0,006 (iinite mg protein™) ile C.
exilis’de en yiiksek GR aktivitesi ise 0,0025 (iinite mg protein™) ile S.
microcarpus’ta saptandi. Sonbahar doneminde ise GR aktivite degerleri R.
alba’da 0,036; C.exilis’de 0,015; S. microcarpus ve S. androcladum’da 0,011
(iinite mg protein™) olarak kaydedildi (Cizelge 3.3). Yapilan istatistiksel analizler
GR enzim aktivitesindeki degisim degerlerinin, MDA igerigiyle uyumlu oldugunu
gostermektedir (p: 0.000). Bu ¢alisma mevsimsel degisimin kok senesensi lizerine
etkisinin GR enzim aktivitesi ile iliskilendirilmesi a¢isindan ilk ¢alisma niteligini

tagimaktadir.

3.4 Lipid Peroksidasyonu

Calismamizda C. exilis, R. alba, S. microcarpus ve S. androcladum
bitkilerinde mevsimsel senesens siirecine bagli olarak membran lipid
peroksidasyonu diizeyleri, MDA miktarlarindaki degisim olarak incelendi
(Cizelge 3.4; Sekil 3.5). Genel olarak tiim gruplarda MDA igerigi ilkbahar
degerlerine gore artis gostermekle birlikte farkli egilimler de gozlendi. S.
microcarpus bitkisinde MDA igerigi ilkbahar degerlerine gore yaz doneminde
yaklasik %30; sonbaharda ise % 48 oranlarinda artti. Geg senesense ugradigi
diistintilen diger tiir olan C. exilis’ te MDA igerigi yaz doneminde ilkbahar
degerleri ile ayni diizeyde kalirken, sonbaharda % 17 oraninda azaldi. MDA
icerigi S. androcladum’da yaz déneminde % 9 azalirken, sonbaharda % 3 artt1. R.
alba bitkisinde ise MDA igerigi yaz doneminde % 15 artarken sonbaharda ise %5
oranlarinda artis gosterdi. Istatistiksel analizler mevsimsel degisimin MDA igerigi

iizerindeki etkisini % 74 oraninda dogrular niteliktedir.

ilkbahar Yaz Sonbahar
Scirpus microcarpus 13,152 £2,38 16,976 £ 2,31 19,407 £ 4,02
Sparganium androcladum 12,186 + 4,24 11,077 £2,91 12,552 £3,73
Rhyncospora alba 5,158 £1,01 5,908 £ 1,49 5,405+1,12
Carex exilis 11,671 = 1,24 11,637 + 0,86 9,673 £2,64

Cizelge 3.4: Ilkbahar, yaz ve sonbahar mevsimlerinde drnekleme yapilan bitkilere ait MDA igerigi

degerleri (nmol g yas agirlik™).
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Mevsimsel MDA igerikleri karsilastirildiginda, ilkbahar, yaz ve sonbahar
donemlerinde en yiikksek MDA igerigi S. microcarpus bitkisinde gozlendi. Bu
degerler sirasiyla 13,152; 16,976 ve 19,407 nmol g yas agirhk™* olarak kaydedildi.
En diisik MDA igerigi ise R. alba’da goriildi (5,158; 5,908; 5, 405 nmol g yas
agirlik’™).

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde, lipid peroksidasyonu seviyeleri
ile enzim aktiviteleri arasinda genelde tamimlanan iliskiden farkli bir iligki
gozlenmektedir. Daha agik sekilde, antioksidant enzim aktivitelerinin yiiksek
oldugu gruplarda lipid peroksidasyonu degerlerinin de yiiksek oldugu belirlendi.
Senesens kompleks bir siirectir ve ¢ok cesitli sinyal yollarinin birlikte gorev
almas1 s6z konusudur. Bu baglamda kok senensens siirecinde erken veya geg
senesense giren bitkiler arasinda farklilik goriilebilir. Ayrica kok senesensi
stirecinde H,O; gibi reaktif oksijen tiirlerinin yani sira lipid peroksidasyonu
rtinlerinin de sinyal iletim yolaklarinin bilesenleri olmast muhtemeldir. Tez
calismamizin kok senesensi siirecinin daha iyi anlasilmasi agisindan 6nemli bir

katki sagladig1 diistiniilmektedir.
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