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OZET

FARKLI TUZ CESITLERININ GLIKOFITiK VE HALOFITIK
BITKILERININ ANTIOKSIiDAN ENZIMLERININ KiNETiGi UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

KASALI, Ali Ekber

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Baris UZILDAY
Temmuz 2021, 45 sayfa

Toprak tuzlulugu, gilinimiiz diinyasinda tarim arazilerinde bitkisel verimliligi
olumsuz etkileyen 6nemli bir sorundur. Bitkiler tuza tolerans 6zelliklerine gore iki
gruba ayrilirlar. En az 200 mM NaCl bulunan ortamlarda yasam dongiisiinii
tamamlayabilen ve daha yiiksek tuz konsantrasyonlarina tolerans gosterebilen ve
hatta tuz varliginda biliylimeleri artan tiirler halofitler olarak adlandirilir . Daha
diisiik tuz konsantrasyonlarinda yasam dongiisiinii tamamlayabilen bitkiler ise
glikofitler olarak adlandirilir. Genel olarak glikofitler i¢in topraktaki tuz
konsantrasyonu esigi asildiginda biliylimede hizinda azalma ayni zamanda bitki
kuru agirhiginda ve klorofil miktarinda azalma meydana gelir Tez ¢aligmasinda
Arabidopsis thaliana yaban tipi (Col) ve Tuz Goli cevresinde yasayan ekstrem
halofit FEutrema parvulum kullanilacaktir Analizlerden oOnce Ornekler son
konsantrasyonu 0, 50,100, 250 ve 500 mM konsantrasyonda olacak sekilde NaCl,
Na2S0s, NaNO3, KCI, K2SO4 ve KNOs ile karsitirilacaktir. Daha sonra katalaz
peroksidaz , askorbat peroksidaz , glutatyon rediiktaz antioksidan enzim
aktiviteleri belirlenecektir. Yapilan analizlerden beklenilen sonuglarin tuzluluk
etkilerinin ortadan kaldirilmasi yoniinde bilgiler elde etmektir. Bu ¢aligmanin
amaci, daha fazla tuza toleransli g¢esitlerin, daha fazla tuza duyarli gesitlerden

indiiklenebilir antioksidan seviyeleri igerip igermedigini tespit etmektir.

Anahtar Sozciikler: ROS, E. parvulum, A. thaliana, tuz stresi,
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS DIFFERENT TYPES OF
SALT ON KINETICS OF ANTIOXIDANT ENZYMES OF
GLYCOPHYTIC AND HALOPHYTIC PLANTS

KASALI, Ali Ekber

MA in Biology
Supervisor: Dog. Dr. Baris UZILDAY
July 2021, 45 pages

Soil salinity is an important problem that negatively affects crop
productivity in agricultural lands in today's world. Plants are divided into two
groups according to their salt tolerance characteristics. Species that can complete
their life cycle in environments with at least 200 mM NaCl and can tolerate higher
salt concentrations and even increase their growth in the presence of salt are called
halophytes. Plants that can complete their life cycle at lower salt concentrations
are called glycophytes. In general, when the salt concentration threshold in the
soil is exceeded for glycophytes, there will be a decrease in growth rate, plant dry
weight and chlorophyll content. In the thesis study, Arabidopsis thaliana wild type
(Col) and the extreme halophyte Eutrema parvulum living around Salt Lake will
be used. will be mixed with NaCl, Na2SO4, NaNO3, KCIl, K2SO4 and KNO3 at 0,
50, 100, 250 and 500 mM concentrations. Then, the antioxidant enzyme activities
of Catalase Peroxidase, Ascorbate peroxidase, Glutathione reductase will be
determined. The expected results from the analyzes are to obtain information on
the elimination of salinity effects. The aim of this study was to determine whether
more salt-tolerant cultivars contain inducible antioxidant levels than more salt-

sensitive cultivars.

Keywords: ROS, E. parvulum, A. thaliana, salt stress
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ONSOZ

Halofit ve Glikofit bitkilerinde redoks tanzim edilmesi, farkli kosullarda
antioksidan koruma mekanizmasi ve ROS iretimi konular1 son yillarda bilim
diinyasinda detaylarina inilerek aragtirmalar yapilarak c¢alisilmistir. Buna karsin
bu iki farkli tiir bitkinin farkl tuzlarin kinetigi tizerine ROS antioksidan korumasi
lizerine yapilmis spesifik bir calisma bulunmamaktadir. Literatiirdeki bu
eksiklikten hareket ile “Farkli tuz cesitlerinin glikofitik ve halofitik bitkilerinin

kinetigi iizerine etkilerinin arastirilmasi ” tez konusu olarak belirlenmistir.
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1. GIRiS

Tuzluluk, 6zellikle sulama yapilan tarimsal alanlarda bitkisel verim i¢in her
zaman Onemli bir tehdittir. Bitkilerin tuzlu kosullara karsi toleransi degiskenlik
gosterir fakat tarimsal bitki tiirleri genellikle deniz suyunda bulunan tuz
konsantrasyonunun {igte birine tolerans gosteremez (Flowers 2004). Toprak
tuzlulugu bu nedenle besin iiretimi icin énemli bir tehdit teskil etmektedir. Insan
niifusunun 2050 yila kadar 9,3 milyara ¢ikmast 6n goriilmektedir (Flowers
2004). Giiniimiizde mevcut diinya niifusu i¢in yeterli gida olmasina ragmen, 800

milyondan fazla insan yetersiz beslenmektedir (Flowers2004).

Su kitlig1 ve sulanan arazilerin yetersiz drenaji, olumsuz ekonomik, ¢evresel
ve sosyal etkileri olan mahsullerin biiyiimesini ve iiretkenligini 6énemli Sl¢iide
baltalamaktadir (Pannell 2001; Munns & Gilliham 2015).Bu nedenle toprak
tuzlulugu en biiyiik tehditlerden biridir (Flowers 2004). Toprak ¢6zeltisinde asiri
tuz birikimi su ve besin alinimini énemli 6l¢iide azaltir. Bu topraktaki asir1 tuz
birkimi ozmotik strese, iyon toksisitesine, besin degesizligine ve su eksikligine
yol acar (Flowers 2004). Stresin olmadig1r kosullar altinda bitkiler, enerjinin
cogunu bitki biiylime gelisimi ve iiremes i¢in gerekli siireclerde kullanir. Fakat,
kaynaklar stresin yanitlarina aktarildiginda, artan tuzluluk seviyeleri ile birlikte
kaynak tahsisi degisir (Zorb ve ark, 2019).
4 1 1

Photosynthetic energy
conversion to biomass (yield)

Low Moderate High
Soil salinity level

Sekil 1.1 Fotosentez enerji biyokiitleye doniigiimii



Tuzluluktan kaynaklanan verim kayiplari, tarim ve diger biyo temelli
endiistriler iizerinde yiiksek seviyelerde ekonomik kayiplara ugratir. Toprak
tuzlulugunun sulanan arazi iizerindeki tahmini ekonomik etkisinin yilda 27 milyar
ABD Dolarmi astig1 6n gortilmektedir. Bir¢ok tarim alani bazi yillarda sifir verim
riskiyle kars1 karstya kalmaktadir. Toprak yapisi tuzlulugun etkisiyle bozulduktan
sonra, o arazinin tarimsal olarak kullanilmasi hemen hemen imkansiza yakindir

(Qadir ve ark, 2014).

Diinya kitasal tuzluluk degerleri (milyon ha); Amerika 146.9, Afrika 80.5,
Asya 319.3, Avustralya 357.3, Avrupa 50.8 toplam 954.8 ha’dir. Tiirkiye’de ise
1.5 milyon ha’dir (Birlesmis Milletler gida ve tarim Orgiitii, 2008). Tuzdan
etkilenen topraklarin miktar1 ve siirekli genislemesi endise vericidir. Bu durum
stirdiiriilebilir tarimsal iiretime Onemli bir tehtit olarak goriilmektedir. Orta
Asya'daki Aral Denizi Havzasi'nda (Kazakistan, Kirgiz Cumhuriyeti, Tacikistan,
Tiirkmenistan ve Ozbekistan) (Qadir ve ark, 2009) sulanan arazinin %50'ye kadar1
tuzluluktan etkilenmistir. Avustralya'da yapilan bir arastirmaya gore, 2 Mha tarim
arazisinin tuzluluk belirtileri gosterdigini ve yaklagik 820.000 ha arazinin bitkisel
{iriin iiretimi i¢in uygun olmadigini gdsterilmistir (Avustralya Istatistik Biirosu,
2004). Kiiresel olcekte, su anda ekilebilir arazinin her dakika 3 hektarmin ikincil
kaynakli tuzlanma nedeniyle verimsiz hale gelecegi tahmin edilmektedir (Zhu ve

ark, 2005).

1.1. Tuz Stresi

Toprak tuzlulugu, diinya c¢apinda tarimsal {iriin iiretkenligini azaltan
onemli abiyotik strestir. Tuz stresi, bitki biiyiimesini ve gelisimini olumsuz yonde
etkiler. Tuz stresi altinda, tohum ¢imlenmesi, kok ve gévde uzamasu ve bitkilerin

biyokiitle birikimi énemli dl¢lide engellenir (Liang ve ark, 2014).

Ozmotik stres, bitki tuzlu topraga maruz kaldiginda bitkinin biiylimesini
aninda etkiler (Horie ve ark, 2011). Fakat iyon toksisitesi, bitkinin iyon dengesini
ve biiyiimesini koruyamayacag: bir esige ulastiginda daha sonra ortaya cikar. Iyon
toksisitesi ve ozmotik stres, oksidatif strese neden olabilen birincil streslerdir. Tuz

stresi ayrica fotosentezde bir azalmaya neden olur (Munns ve ark, 2006). Bunun



sonucunda diinya c¢apinda mahsul veriminde Onemli bir diisiis olusmaktadir
(Rengasamy, 2010). Bitkiler stresle miicadele etmek i¢in ¢ok sayida fizyolojik ve
biyokimyasal ve molekiiler seviyede stratejiler gelistirmistir. Ornegin, tuzun
yapraklarda yogunlagmasini onlemek i¢in tuzun bitkiye aliminin engellenmesi
buna bir Ornektir. Ancak, aym1 zamanda dokularda ozmotik diizenleme igin
hiicrelere tuz almasi da gerekmektedir. Iki durum arasinda hassas bir denge vardir.
Tuzlu topraklardaki bitkiler, yaprak konsantrasyonlar1 hizla toksik
konsantrasyonlara yiikselmemesi i¢in tuzun neredeyse tamamin (yaklasik% 98)

dislamalidir (Munns ve ark, 2019).
1.1.1. Ozmotik stres

Toprak tuzlulugundaki bir artistan sonra yaprak biiyiime orani azalir. Bu
temel olarak tuzun kokler etrafidaki ozmotik etkisinde kaynaklanmaktadir. Toprak
tuzlulugundaki ani bir artig, yaprak hiicrelerinin su kaybetmesine neden olur, fakat
bu hiicre hacmi kaybi ve turgor gecicidir. Ozmotik ayarlama sayesinde saatler
icinde hiicreler orijinal hacim ve turgorlarina geri doner, fakat buna ragmen hiicre
uzama oranlar1 azalir (Fricke ve ark, 2002). Giinler gegtikge, hiicre uzamasindaki
ve hiicre boliinmesindeki azalma daha kiigiik yaprak goriiniimiine yol acar. Orta
derecede tuzluluk stresi i¢in, yanal siirglin gelisiminin engellenmesi haftalar
icinde belirgin hale gelir ve aylar boyunca ilireme gelisimi {izerinde erken
cigeklenme veya ¢icek sayisinin azalmasi gibi etkiler vardir. Bu siire zarfinda ¢ok
sayida yagh yaprak olebilir. Ancak gen¢ yapraklarin {iretimi devam etmektedir.
Bitki biiylimesindeki tiim bu degisiklikler, tuzun ozmotik etkisine verilen
tepkilerdir ve kuraklik tepkilerine benzer (Munns ve Tester, 2008). Tuzluluga
kars1 en dramatik ve kolaylikla Olgiilebilen biitiin bitki tepkisi, stomalara ait

aciklikta bir azalmadir.
1.1.2. Iyonik stres
Iyonlarin protein stabilitesi {izerindeki etkisi, proteinler ve iyonlar

arasindaki kimyasal etkilesimlerden, iyonlarin enzimlerin substrat veya ko-

faktorleri olarak gorev almasi gibi etkilesimlerden kaynaklanabilir (Zhao, 2005).



Bununla birlikte, iyon 6zgilliigli ¢ogunlukla iyonun su yapisint modifiye etme
kabiliyetine ('fiziksel' etki) atfedilir ve protein hidrasyon ortamini etkilemektedir

( Zhao, 2005).

Suyun yapisini artiran kuvvetli hidratlanmig iyonlara kosmotroplar ("yap1
yapicilar") denir. Suyun yapisini azaltan zayif hidratlanmis iyonlar kaotroplar
("yap1 kiric1") olarak bilinir. Kosmotroplar genellikle kiigiik ve yiiksek yiikliidiir,
kaotroplar ise biiyiik ve diigiik yikliidiir. Aslinda, tiim c¢ok degerlikli iyonlar
yiiksek oranda hidratlanmistir, bu nedenle kosmotropiktir (Franks ve ark, 2012).

Proteinler ve diger biyolojik molekiiller (Collins, 2004) iizerinde yillarca
siiren calismalar sonucunda, giiclii kosmotropik anyonlarin ve gii¢lii kaotropik
katyonlarin proteinleria stabilize ettigi anlasilmistir (Winggins, 1997). Bu nedenle,
biyolojik makromolekiillerin (enzimler dahil) optimal bir stabilizasyonu,
kosmotropik anyonlar ve kaotropik katyon tuzlarin kullanilmasiyla elde edilebilir

(Winggins, 1990) .

Hofmeister serisi

Increasing kosmotropicity

< _

Anions: PO;’ (0.495) > COs™ (0.294) > SO4* (0.206) > CH3;COO™ (0.246) > F (0.107)
> CI" (-0.005) > N3 (-0.018), CN (-0.024), SCN™ (-0.027) > OCN(-0.032), Br(-0.033) >
NO5 (-0.043)> I' (-0.073) > BF, (-0.093) > PF (-0.21)

Cations: (C:Ho)N" (1275) > (CsH7)N' (0.916) > (CoHs)aN (0.385), Mg® (0.385) >
Ca’ (0.284) > Ba>* (0.216) > Li' (0.146) > (CH3)sN" (0.123) > Na' (0.085) > NH, (-
0.008), K (-0.009) > Rb" (-0.033), TI' (-0.036) > Cs" (-0.047)

<4—  kosmotropes chaotropes ————»

Sekil 1.2 Hofmeister serisi (Zhao, 2005)

Enzim aktivitesi ve stabilitesi lizerindeki iyon etkisinin bazi tipik drnekler
mevcuttur. Ornegin; tuzlar tarafindan enzim D amino asit oksidaz inhibisyonu:
Anyonlar F>CI" >NO3 > Br" >1"(Walaas ve WALAS, 1956) iken benzer sekilde
baska bir caligmada tuzlar tarafindan sigir karbonik anhidrazinin inhibisyonu su
sekildedir: Anyonlar F- > ClI° > NOs; (Na" ya da K" tuzlar)(Devoe ve
Kistiakowsky, 1961). Prostat spesifik antijenin (PSA) tuz aktivasyonu:Anyonlar



SO4* > citrate’™ > CH3COO > CI" >Br - >I"( Na* tuzlar1), Katyonlar Na® > Li"
> NH4" > K" > Mg*" (SO4>" tuzlar1)(Huang ve ark, 2001).Baska bir ¢alismada
Monovalent katyonlarin iire ve termal denatiirasyona karsi glikoz oksidazin
stabilize edilmesindeki etkinligi: Anyonlar K > Na® > Li" (CI" tuzlar1)(Ahmad
ve ark, 2001). Domuz kalbi mitokondriyal malat dehidrojenazin tuzlarla(0.05-2.0
M) termal kararlilig1 ve kuaterner yapisi: Anyonlar citrate®™ > SO4>, tartrate’ >
PO4* > F >CH3COO" >CI> Br (Cs", K", Na*, NH4" ve (CH3)4N" tuzlar1)(Jensen
ve ark, 1997).

Hofmeister serisini yakindan takip eden iyonlar, drnekte gosterildigi gibi
enzimler iizerinde inhibisyon veya aktivasyon uygulayabilir. Ornegin,
Halobacterium cutirubrum'dan menadion rediiktaz gibi halofilik enzimler, yiiksek
aktivitelerini ve stabilitelerini korumak i¢in yiliksek konsantrasyonlarda tuz
gerektirir (Lanti ve Stevenson, 1970). Bunun yaninda, Meldrum ve Roughton’ nin
iyon Ozgiilligii ile ilgili yaptiklar1 calismada, memelilerde kirmizi kan
hiicrelerinde kesfedilen bir enzim olan karbonik anhidrazin aktivitesine
odaklanmis ve sonuglarin cogu Hofmeister serisiyle ve birkag istisna disinda iyon
kosmotropisite sirast ile tutarli oldugunu gostermistir (Meldrum ve Roughton,

1930).

Kosmotropik anyonlar (sitrat veya fosfat gibi) bir proteazin aktivitesini 10
kattan fazla artirabilir (Zhao,2005) . Subtilisin Carlsberg'in liyofilizasyon
sirasinda  aktivasyon derecesinin, kosmotropik CH3COONa soliisyonu
kullanildiginda tuzsuz soliisyona goére 2800 kat oldugunu ve optimum
aktivasyonun farkli tuzlarin ikili karigimlari kullanilarak saglanabilecegi
gorlilmiistiir (Ru ve ark, 2021). Baz1 basit tuzlarin (NaCl, KCI ve CsCl gibi) bile
dihidrofolat rediiktazlar (Gloss, 2002) ve HIV-1 proteazin (Porter ve ark ,2001)
stabilitesini arttirabilir. Multivalent anyonlar daha giiclii kosmotroplardir, bu
nedenle daha iyi enzim stabilizatorleri veya aktivatorlerdir (Tablo 1). Foe ve
Trujillo tarafindan yapilan ¢alismada iki degerlikli anyonlarin (S203* , SO4*~
S03* ve MnO4%* gibi) domuz karacigeri fosfofruktokinaz igin aktivatdrler

olmasina ragmen tek degerlikli anyonlarin olmadig1 gosterilmistir (Foe ve Trujillo,

1980). Siilfat, sitrat ve asetat prostata 6zgii antijenin (PSA) aktivitesini birkag yiiz



kat artirabilirken, katyonlar (Li ¥, Na ¥, K *, NHs © ve Mg?") hafif bir etkiye
sahiptir ( Huang ve ark, 2001).

NaCl konsantrasyonlart (50-200 mM) araliginda halofitik Sodom bitkisinin
rubisco aktivitesi, Gilboa bitkisine gore tutarli bir sekilde daha yiiksekti(Solomon,
1994). NaCl'nin Phaseolus ulgaris'teki fotosentetik  aktiviteyi stoma
kapanmasindan bagimsiz olarak ve RuBP rejenerasyon potansiyeli {izerinde bir
etki yoluyla RuBP havuz boyutunu azaltarak azalttigin1 gézlemlendi(Seeman ve
Sharkey, 1982). O. sativa FruP2ase aktivitesine 200 mM NaCl'den sonra enzim
aktivitesinde dik bir diisiis gézlemlenmistir ve aktivite 500 mM'de %80'den fazla
azalmistir(Chatterjee ve ark, 2013).

1.1.3. Tuza tolerans mekanizmalari

Normal kosullar altinda, ROS'un firetimi ve siipiiriilmesi bir denge
halindedir. Tuz stresi, kuraklik, diisiik sicakliklar, 1s1 soku ve yiiksek 151k stresi
gibi bir¢cok stres bu dengeyi bozar ve ROS birikimini artirir. Bitkilerde, ROS
stirekli olarak agirlikli olarak kloroplastlar, mitokondri ve peroksizomlarda iiretilir
(Pang ve Wang, 2008). Bu molekiiller, genellikle belirli bélmelerle sinirli olan
farkli antioksidan savunma bilesenleri tarafindan temizlenir (Alscher ve ark,1997).
ROS iiretimi ve temizligi arasindaki denge, olumsuz cevresel faktor tarafindan
bozulabilir. Bu dengesizligin bir sonucu olarak, hiicre ici ROS seviyeleri hizla
ylikselebilir (Tsugane ve ark, 1999). ROS konsantrasyonundaki hizli artisa
oksidatif stres ad1 verilir (Apostol ve ark, 1989).

1.1.4. Glikofit ve Halofitik karsilastirilmasi

Yakin ge¢miste, bitkilerin tuzlulukla bas etmek i¢in kullandiklar1 molekiiler
mekanizmalart anlamaya g¢alismak i¢in Onemli ¢aligmalar yapilmistir. Bununla
birlikte bu ¢alismalarin ¢ogu, arabidopsis , celtik, domates ve musir gibi glikofit
bitkiler (tuza duyarli bitkiler) Ttzerinde gergeklestirilmstir. Glikofitlerle
karsilastirildiginda, halofitler (tuza direngli veya tuza dayanikli bitkiler) tuz
stresine basarili bir sekilde uyum saglamak i¢in en iyi model sistemi saglayabilir

(Shabala, 2013).



Tuzluluk toleransina gore bitkiler; glikofitler ve halofitler olarak iki temel
gruba ayrilabilir. Halofitler genellikle yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolerens
gosterebilir hatta tim yasam dongiilerini 200 mM NaCl'den daha yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda tamamlayabilirler (Flowers ve ark, 1986; Flowers ve
Colmer 2008). Fakat c¢ogu glikofitler 100 mM'nin {izerindeki NaCl
konsantrasyonlarinda biiyiimesi ciddi sekilde inhibe olmaktadir (Glenn ve ark,

1999).

Halofitler, karasal bitki tiirlerinin en fazla% 2'sini temsil eder ve dogal
olarak evrimlesmis tuza toleransl bitkilerdir (Flowers ve Colmer, 2008). Halofitik
tiirler tuzlu ortamla miicadele edebilen ve hatta bundan fayda saglayabilen yiiksek
verimli ve tamamlayict morfolojik, fizyolojik ve anatomik 6zellikler gelistirmistir
(Flowers ve ark, 1977; Flowers ve Colmer, 2008; Shabala ve Mackay, 2011).
Tim halofitler, tuzlu kosullar altinda biiytidiiklerinde dokularinda ozmotik
ayarlama yapabilirler. Bu ayarlamalari Na © ve CI™ gibi inorganik iyonlari

kullanma yeteneklerinden kaynaklanmaktadir (Apse ve Blumwald , 2007).

Bitkiler tuzluluga maruz kaldiklarinda, iyonlar (tipik olarak Na" ve C1°) dis
su potansiyelini diisiirlir boylece turgor azalir. Bununla beraber sitoplazmada asir1
birikerek bitki biiylimesinin ve gelisiminin engellenmesine sebebiyet verir
(Greenway ve Munns, 1980). Tuzlu ortamlara adaptasyon ve biiyiime i¢in hem
glikofitler hem de halofitler tarafindan ¢ok sayida benzer hiicresel mekanizma
kullanilir (Flowers ve digerleri, 1986). Fakat, halofitler, Na” ve C1™ 'nin vakuolar
bolmeleri 6zel olarak tuzlu ortamlar i¢in uyarlanmistir. Molekiiler diizeyde
halofitlerin yiiksek tuz adaptif kapasitesi, tuz toleranst saglayan genlerin artan
ifadesine veya tuza yanit olarak bu genlerin ekspresyonunu diizenleme
kapasitesinin daha yiliksek olmasindan kaynaklaniyor olabilir (Cushman ver ark,
1990; Casas ve ark, 1992). Halofit proteinleri homolog glikofit proteinlerinden
daha aktiftir. Bu nedenle halofitler yiiksek tuza kars1 glikofitlerden ¢ok daha iyi
adapte olmuslardir (Das ve Strasser 2013, Himabindu ve ark, 2016).

Eutrema parvulum veya diger adiyla Schrenkiella parvula, Brassicaceae
ailesine aittir ve model bitki Arabidopsis thaliana’nin yakin akrabasidir (German

ve Al-Shehbaz, 2010). Eutrema parvulum halofitik bir bitkidir ve 600 mM gibi



yiiksek konsantrasyonlarda NaCl’ye tolerans gosterebilir. Kisa yasam dongiisiine
sahip olmasi, kii¢iik bir genoma sahip olmasi1 ve yiiksek miktarda tohum iiretimine
sahip olduklar1 ve genetik olarak doniistiiriilebilir olduklar1 i¢in abiyotik stres
tolerans mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak i¢in miikemmel modeldir. Bu nedenle

Eutrema parvulum halofit model olarak kullanildi(Zhu, 2001).

1.2. Tuz stresine bagh oksidatif stres

Oksidatif stres, tuz stresi gibi birincil etkilerin bir sonucu olarak ikincil stres
olarak ortaya c¢ikar. Tuz stresi, bitki hiicrelerine zararli olan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) yiiksek konsantrasyonlarda birikmesine neden olur. Membran
lipidleri, proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara ugrar (Gémez ve ark,

1999; Hernandez ve ark, 2001).

Abiotic stresses such as Chloroplast, mitochondria,
Salt, UV, drought, heavy peroxisomes and other
metals, air pollutants etc sources in plant cell

ROS
(0,7,'0,, OH", H,0, etc.)

Ocxidative

Sekil 1.3 Biyotik ve abiyotik strese bagli olarak ROS olusumu (Sarvajeet ve
Narendra 2010)



Atmosferik oksijen nispeten reaktif olmamasina ragmen, O2" , H2O2, OH"
iceren ROS'a neden olabilir (Franks, 2002). Oz 'nin tek elektron indirgenmesi, Oz
olusumuna neden olur. Diisiik pH'da, bir O2" nin eklenen elektronun H202
olusumuyla sonuclanir. Ek olarak, bakir ve demir gibi ge¢is metallerinin
varliginda, Haber-Weiss mekanizmasi veya Fenton reaksiyonu yoluyla en reaktif

kimyasal tiir olan OH'den {iretilebilir (Sarvajeet ve Narendra 2010).

Superoxide Peroxide
radical ion
1 3 e - € 2-
0, « o, » 0, —— 0,
Singlet oxygen Dioxygen
H+l 2H+l
Fe2*
HO,’ H,0, > OH'

Fenton reaction
Perhydroxyl Hydrogen

radical peroxide

Sekil 1.4 Haber-Weiss mekanizmasi (Sarvajet ve Narendra, 2010)

Bitkiler ROS {iretimi ve silipiirme arasindaki dengeyi korumak i¢in, ROS'a
kars1 temizleme sistemleri gelistirmistir. Bu sistemler hem enzimatik hem de
enzimatik olmayan (antioksidanlar) sistemleridir. Baslica ROS siipiiriicii enzimler
arasinda SOD, askorbat peroksidaz (APX), CAT, glutatyon peroksidaz (GPX),
glutatyon rediiktaz (GR) ve peroksiredoksinler (Prxs) bulunur. Enzimatik olmayan
antioksidanlar arasinda ise askorbik asit (AA), glutatyon (GSH) ve karotenoidler
bulunur. Asagida her organele 6zel ROS iiretim ve antioksidan savunma

mekanizmalart ile ilgili detayli bilgi sunulacaktir.

1.2.1. Kloroplast

Isik altinda kloroplastlardaki oksijen basinci diger organellerden ¢ok daha
yiiksektir. Bu nedenle ROS mekanizmasinin odak noktasi olarak kabul gortir.
Kloroplast O2" ve H202 “nin tireticidir (Davletova ve digerleri, 2005). Kloroplastta
ROS’ un ana iiretim merkezi; tilakoidler, PSI ve PSII'nin reaksiyon merkezleridir

(Pang ve Wang, 2008).
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Stiperoksit(O27), plastokinon(PQ) havuzundaki plastosemikion (Q),
ferrodoksin (Fd) veya PSI i¢indeki elektron tasima zincirindeki demir-kiikiirt
redoks merkezleri tarafindan tek elektron indirgenmesiyle olusur (Dat et al; 2000).
Olusan Oz kendiliginden ya da SOD ile hidrojen peroksite (H202) doniistiiriiliir.
ROS iiretimi, CO2 fiksasyonunu sinirlayan tuz stresinin yani sira bu kosullarin

yiiksek 151k stresi kombinasyonuyla beraber daha da artar (Mittler ve ark, 2004).

SOD tarafindan tiretilen H202, APX ile suya indirgenir ve askorbik asit
(AsA), monodehidroaskorbat radikaline (MDHA) oksitlenir. Daha sonra, MDHA,
indirgenmis ferredoksin (Miyake ve Asada,1994) veya kloroplastik MDHA
rediiktaz ile katalize edilen NAD(P)H ile dogrudan AsA'ya indirgenir. MDA
dogrudan AA'ya indirgenemezse, iki MDHA molekiili kendiliginden
dehidroaskorbat (DHA) ve AsA’ya doniisebilir. DHA daha sonra DHA rediiktaz
ile katalize edilen indirgenmis glutatyon (GSH) ile AA'ya indirgenir (Shimaoka
ve ark, 2003;). Bu nedenle, AA'nin rejenerasyonunun herhangi bir yolunda,
PSII'deki sudan tiiretilen yarim elektronlar, oksijenin tek degerlikli indirgenmesi
icin ve diger yaris1 da H20:2'yi indirgemek i¢in indirgeyici gii¢ olarak kullanilir.Bu

dongii su-su dongiisii olarak adlandirilir (Asada,2006).

l H,0

Cu*?/Fe*?

OH* Haber Weiss Cycle 02-' DHA
o
o a % ?GS/Y
o < )
Ry A NADP*
ey G
Y ) 2,
7 5 4 GSSG
) NADPH
%0,+H,0 H,0 + GSSG
OH*

Sekil 1.5 Asada-Haliway reaksiyonu ( Sarvajet ve Narendra, 2010)
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1.2.2. Mitokondri

Mitokondriyal elektron tagima zinciri, dort elektron tasima kompleksi
(kompleksler I — 1V) igerir. Fakat siiperoksit (O27)’in liretiminin bilyiik kismindan
sorumlu bilesenler kompleks I (NADH dehidrogenaz) ve kompleks III (sitokrom
bcr)’diir (Boveris ve Chance 1997, Takeshiga ve Minakami 1979). Solunum
zincirinden Tretilen O27, H202 ve O2'ye indirgenir. H202 diger ROS c¢esitlerine
gore nispeten daha az toksik bir bilesiktir ve diger hiicresel kisimlara
yayilabilir(Grene 2002, Sweetlove ve Foyer 2004). Yesil dokuda mitokondrideki
ROS iiretimi, memeli hiicrelerindeki mitokondriye kiyasla ¢ok diisiiktiir. Bunun
bir nedeni, bitki mitokondrilerinin bir alternatif oksidaza (AOX) sahip olmas1 ve
ubikuinon (UQ) havuzunun oksitlenmesinde sitokrom bci kompleksiyle rekabet

etmesidir (Apel ve Hirt, 2004).

Tuz stresi, mitokondriyal elektron tagima zinciri bozarak ROS miktarim
artirarak oksidatif strese neden olur (Hernandez ve ark, 1993). Mitokondride
iiretilen ROS, mitokondriyal lipidlere, proteinlere ve DNA'ya zarar verebilir. Bu
nedenle, asir1 iiretilen ROS temizlenmelidir. O2"den H20> iiretimini katalize eden
mitokondriyal Mn-SOD, mitokondriyal elektron tasima zincirinden tiretilen O2™yi
temizlemenin ilk adimidir (Kliebenstein ve digerleri 1998; Mgller 2001). Sonug
olarak H202, AsA-GSH dongiisii (Jiménez ve digerleri 1997) ve mitokondriyal
APX tarafindan wuzaklastirilir. PRXler ayrica mitokondriyal H202'yi de
stipiirebilirler. PRXler, indirgeyici kaynaklar olarak indirgenmis tiyoredoksinleri
kullanir ve bunlar da tiyoredoksin rediiktazlar tarafindan indirgenir (Sweetlove ve

Foyer 2004).

Bitki mitokondrileri mitokondriyal elektron tasima sistemi siiperoksit
tiretimini kontrol edebilir . Bunu iki mekanizma ile yapabilir. Bunlardan ilki,
ubikuinon havuzunu oksitleyerek indirgenme durumunu kontrol edebilen AOX
proteini ile gerceklesmektedir. (Maxwell ve digerleri 1999). ikincisi ise ayirma
proteini  (uncoupling protein=UCP) ile membrandan proton sizintisin
kolaylastirilmasidir. Sonug¢ olarak mitokondriyal elektron tasima sisteminin
inhibisyonunu ortadan kalkmig olur (Hourton-Cabassa ve digerleri, 2004; Sluse ve

Jarmuszkiewicz,2006) bu sonucunda ROS olusumu en aza inmektedir.
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1.2.3. Peroksizom

Bitki hiicrelerinde, peroksizomlar hiicre i¢i H20: iireten baslica organeldir.
(del Rio ve ark, 2006). Bunlardan ilki fotorespirasyon sirasinda glikolatin glikolat
oksidaz ile katalize edilerek H2O: iiretilmesidir. Flavin oksidazlarin enzimatik
reaksiyonu olan yag asidi B-oksidasyonu da H20: iiretebilmektedir (Baker ve
Graham 2002). Tuz stresi, peroksizomlarin lipid peroksidasyonunu artirabilir
(Mittova ve ark, 2003). Tuzlulukla baglantili olan stomatal kapanma,
peroksizomal oksidatif stres neden olur. Bu kosullar altinda, fotorespiratuar
peroksizomal glikolat oksidaz, ROS olusum oranini arttirir ve oksidatif strese

sebep olur (Smirnoff, 1993).

AA-GSH dongiisiiniin  intraperoksizomal dagilmi  ve islevi de
tanimlanmistir (del Rio ve ark, 2006). DHAR ve GR, peroksizom matrisinde
bulunur APX ve MDAR ise peroksizomal membranin sitozolik tarafina bulunur.
Yaprak peroksizomal membraninda APX ve MDAR’mn olmasi, bu membrana
bagli antioksidan enzimlerin peroksizomal metabolizma ile ikili bir tamamlayici
islevi gosterir. i1k olarak, MDAR, peroksizomal metabolizma i¢in sabit bir NAD*
tedarikini siirdiirmek i¢in NADH'yi yeniden okside eder. Ikincisi olarak ise zara
bagli antioksidan enzimler, H2O2'nin peroksizomlardan sizmasini onler (del Rio

ve ark, 2002).

Tuzluluk, yabani tuza toleransli domates tiirii Lycopersicon pennellii'nin
kok peroksizomlarinda AA ve GSH seviyelerini ve SOD, APX, CAT ve MDAR
aktivitelerini ylikseltir (Mittova ve ark, 2004).

1.2.4. Apoplast

Apoplast ve hiicre duvarindaki ROS detoksifikasyonundan sorumlu
enzimatik bilesenler yalnizca kismen bilinmektedir. Castillo ve Greppin’ nin
yaptiklar1 calismada apoplastta AA-GSH dongiisiiniin antioksidan enzimlerini
tespit edememislerdir. (Castillo ve Greppin, 1988). Bununla birlikte, SOD

aktivitesinin degil, ayn1 zamanda hem arpa (Hordeum vulgare) hem de yulaf
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(Avena sativa) yapraklariin apoplastinda AA-GSH dongiisii ve CAT varligr da
tespit edilebilmistir (Luwe 1996; Vanacker ve ark 1998). Farkli organellerin kendi
0zel ROS temizleme sistemleri vardir. Farkli bolmelerin ilk basta kendi ROS
temizleme sistemleri tarafindan korundugu ve daha sonra bitki hiicrelerini
oksidatif hasardan korumak icin bir sekilde koordineli olarak c¢alistiklart
diistiniilmektedir. Hiicrelerdeki ROS seviyesinin diizenlenmesinde farkli hiicresel
bolmelerden gelen ROS siiplirme yollarinin koordineli islevi, hiicresel hasar1 6nler

ve ROS sinyalini kontrol eder(Pang ve Wang, 2008)

1.2.5. Siiperoksit dizmutaz(SOD)

Cesitli cevresel streslerin siklikla artan ROS olusumuna yol agtigi iyi
bilinmektedir, burada SOD'nin bitki stres toleransinda énemli oldugu ve yiiksek
ROS seviyelerinin toksik etkilerine karsi ilk savunma hattin1 sagladigi 6nerilmistir.
SOD'ler, Oz 'nin dismutasyonunu katalize eder ve bir O2" H20: 'ye indirgenir ve

digeri Oz'ye oksitlenir (Gill, ve Tuteja, 2010).

02 + 02 +2H" = 2H202 + O2

Bu reaksiyon, Oz 'yi giderir ve dolayisiyla metal katalizli Haber-Weiss tipi

reaksiyon yoluyla OH™ olusumu riskini azaltir.

SOD'lar, metal kofaktorlerine gore li¢ tiire ayrilir. Bunlar,fFarkli hiicresel
bolmelerde lokalize olan bakir / ¢inko (Cu / Zn-SOD), manganez (Mn-SOD) ve
demir (Fe-SOD)’dir.

A. thaliana genomunda, iic FeSOD geni (FSD1, FSD2 ve FSD3), ti¢ Cu /
ZnSOD geni (CSD1, CSD2 ve CSD3) ve bir MnSOD geni (MSD1) bildirilmigtir
(Kliebenstein,1999). Fe-SOD, H20:2 'ye duyarhidir. Bu izozimlerin hiicre alti
dagilimi da belirgindir. Mn-SOD, Okaryotik hiicrelerin peroksizomlarinda ve
mitokondrilerinde bulunur (del Rio, 2003). Baz1 Cu / Zn-SOD izozimleri sitozolik
fraksiyonlarda ve ayrica yiiksek bitkilerin kloroplastlarinda bulunur (del Rio,
2002) Fe-SOD izozimleri ise mevcut olduklarinda (Alscher ve Erturk,2002)
genellikle kloroplast bolmesiyle iliskilidir (Gill ve Tuteja, 2010).
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SOD'larin yukar1 regiilasyonu, biyotik ve abiyotik stresin neden oldugu
oksidatif stresle bas etmede rol oynar ve stres ortami altinda bitkilerin yasamini
stirdiirmesinde kritik bir 6neme sahiptir. Cesitli bitkilerde tuz stresi altinda SOD
aktivitesinde dnemli artig gozlenmistir. Ayrica tuz stresi altinda Cu / ZnSOD ve
MnSOD izozimlerinin aktivitelerinde Hordeum vulgare (Guo ve ark, 2004),
Oryza Sativa (Hsu ve Kao, 2004) Triticum aestivum (Khan, 2007), Brassica
juncea (Mobin ve Khan, 2007) gibi bitkilerde gozlemlenen ciddi artiglar

mevcuttur.

1.2.6. Katalaz(CAT)

CAT'lar, H202 'yi dogrudan H20:2 ve O:2 'ye ayirma oOzelligine sahiptir.
Stresli kosullar sirasinda ROS detoksifikasyonu ic¢in vazgecgilmez bir Oneme

sahiptir.

H202 = H20 + 110

CAT, tiim enzimler i¢in kataliz hiz1 en yiiksek olandir. CAT molekiilii, 60
saniyede 6 milyondan fazla H2O2 molekiiliinii H2O ve O2'ye parcayabilir. CAT,
yag asitlerinin oksidasyonu, fotorespirasyon ve pirin katabolizmasinda rol
oynayan oksidazlar tarafindan peroksizomlarda olusturulan H20:2'nin
uzaklastirilmasinda biiyiik bir 6neme sahiptir (Polidoros ve ark,1999). A.
thaliana’da, ayr1 3 izoformu (CATI, CAT2 ve CAT3) ile bagimsiz olarak
diizenlendigi tespit edilmistir (Demirevska ve ark, 2010).

Hsu ve Kao ‘nin yaptig1 calismada, c¢eltik fidelerinin 1s1 soku olmayan
kosullar altinda H20: ile 6n islemden geg¢irilmesinin CAT aktivitesinde bir artiga
neden oldugunu bildirilmistir (Hsu ve Kao, 2007). Benzer sekilde Kukreja ve
arkadaslari, tuzluluk stresini takiben C. arietinum koklerinde CAT aktivitesindeki
artis gozlemlediler(Kukreja ve ark, 2005). Sharma ve Dubey’nin yaptigi
caligmada kuraklik stresi uygulamasinda piring fidelerinde CAT aktivitesinde bir

azalma oldugunu goézlenmistir (Sharma ve Dubey, 2005).
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1.2.7. Askorbat Peroksidaz(APX)

APX vyiiksek bitkilerde, alglerde, euglenada ve diger organizmalarda
hiicreleri ROS'dan temizlemede en Onemli roli oynadigi g6z Onilinde
tutulmaktadir. APX, su-su ve ASH-GSH dongiilerinde H202 'nin siipiiriilmesine

dahil olur ve askorbata elektron vericisi olarak kullanir.

H202 + Askorbat =» 2H2O + Dehidroaskobat

APX ailesi, tilakoid (tAPX) ve glioksizom membran formlariin (gmAPX),
kloroplast stromal ¢oziinlir form (sAPX), sitozolik form (cAPX) dahil olmak
tizere en az bes farkli izoformdan olusur (Noctor ve Foyer, 1998). APX, H20: i¢in
CAT’dan daha yiiksek bir ilgiye sahiptir. Stres sirasinda ROS diizenlenmesinde
ciddi bir yere sahiptir. Bitkilerde farkli stres kosullar1 sirasinda APX ekspresyonu
ve aktivitesinde artis gergeklesir (Gill ve Tuteja, 2010).

Sharma ve Dubey’nin yaptigi ¢aligmada hafif kuraklik stresli bitkilerin,
kontrol yetistirilen bitkilerden daha yliksek kloroplastik-APX aktivitesine sahip
olduklarini ancak aktivitenin daha yiiksek kuraklik stresi seviyesinde diistiigiinii
bulmuslardir (Sharma ve Dubey, 2005). Koussevitzky ve arkadaglariin yaptigi
caligmada sitozolik APXI1'in bitkilerin kuraklik ve yiiksek sicaklik stresi
kombinasyonuna karsi korunmasinda anahtar bir rol oynadigmi gosterilmistir

(Koussevitzky ve ark, 2008).

1.2.8. Glutatyon Rediiktaz(GR)

GR, hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulunan bir flavo-protein
oksidorediiktazdir (Romero-Puertas ve ark, 2006). ASH-GSH dongiisiinlin bir
enzimidir ve ROS'a kars1 savunma sisteminde onemli bir role sahiptir. Genel
olarak kloroplastlarda lokalize olmasina ragmen bu enzimin kii¢iik bir miktar1
mitokondri ve sitozolde de lokalizedir (Creissen ve ark,1994). GR, GSSG'nin
distilfit bagmi indirgeyerek bitkilerde bir¢cok metabolik diizenleyici ve

antioksidatif siiregte yer alan bir molekiil olan GSH'ye indirgenmesini katalize
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etmektedir. Bu sebeple GSH havuzunu muhafaza edebilmek i¢in olduk¢a 6nemli

bir rol oynar (Reddy ve Raghavendra, 2006; Chalapathi Rao ve Reddy, 2008).

GSSG + NAD(P)H = 2GSH + NAD(P)'

GR ve GSH, bir bitkinin ¢esitli stresler altindaki toleransini belirlemede
onemlidir(Chalapathi Rao ve Reddy, 2008). Srivastava ve ardaslarinin yaptigi
calismada, Cu®" stresi altinda 4. doliolum'da GR aktivitesinde diisiis olmasina
ragmen tuz stresi altinda arttig1 bildirilmistir( Srivastava ve ark, 2005). Sharma ve
Dubey’in yaptig1 calismada, kuraklik stressine maruz kalan Oryza sativa
fidelerinde GR aktivitesinde énemli bir artis oldugunu belirtmislerdir(Sharma ve
Dubey, 2005). Bir diger c¢alismada, oksidatif strese karst GR'in olasi
mekanizmasint anlamak i¢in %30 ila %70 daha az GR aktivitesine sahip
transgenik N. tabacum bitkilerinde oksidatif strese karsi artan hassasiyet
gosterilmistir. GR'nin GSH'nin rejenerasyonunda onemli bir rol oynadigi ve
bundan dolay1 AsA havuzunu da koruyarak oksidatif strese kars1 direnci arttirdigi

bilinmektedir (Ding ark, 2009).

1.2.9. Peroksidaz(POX)

POX iki gruba ayrilabilir; elektron vericisi olarak AA kullanan POX (sinif
I) ve elektron vericisi olarak fenolikleri kullanan POX (Sinif 111) (Banci, 1997).
Askorbik asit POX izozimleri esas olarak kloroplastlarda, sitozolde (Asada, 1992)

ve peroksizomlarda (Alvarez ve ark,. 1998, Yamaguchi ve ark, 1995) lokalizedir.

AA varliginda peroksidaz (POX) substratlar1 olarak kullanildiginda,
fenolikler baslangigta POX tarafindan oksitlenir ve olusan fenoksil radikalleri AA
tireten monodehidroaskorbik asit ve dehidroaskorbik asit tarafindan indirgenir.
Bitki hiicrelerinde AA'nin oksidasyon formlar1 AA’ya indirgendiginden,
fenolikler / AA / POX sistemleri, fenoliklerin oksidasyon tiriinlerini biriktirmeden
H202 'yi temizleyebilir(Takahama ve Oniki, 2000). POX ¢ok islevlidir. POX,
normal biiyiime sirasinda ikincil hiicre duvarlarinda biriken hiicre duvari
olusumuna katilir (Sato et al, 1993). Ayrica fenol POX, vakuollerde ve apoplastta
(Takahama ve Oniki 1992) AA ile igbirligi yaparak H2O2'yi siipiriir.
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1.2.10. NADPH oksidazlar (NOX)

NADPH oksidazlar (NOX), bir tiir reaktif oksijen tiiri (ROS) olan
stiperoksitlerin iiretimini katalize eder. Bitkilerde NOX homologlari, solunum
patlamas1 oksidaz homologlari (Rboh) olarak adlandirilmigtir ve ayrica

patojenlere yanit olarak ROS iiretimine de katilirlar (Sagi ve Fluhr, 2001).

Memeli NADPH oksidazinin bir bitki homologu olan solunum patlamasi
oksidaz homologu (RBOH), O2 'yi O 'ye déniistiiriir (Torres ve Dangl, 2005).
Bitki RBOH'leri multigen ailesini olusturur (Suzuki ve ark, 2011).

Arabidopsis ve piring genomlar: sirasiyla 10 ve 9 RBOH genine sahiptir
(Torres ve Dangl, 2005). Her homolog, genis bir biyolojik siireglerde 6zel bir rol
iistlenir(Marino ve ark, 2012). Ornegin, At-RBOHB tohum olgunlasmasini
diizenler (Miiller ve ark, 2009). At-RBOHD ve At-RBOHF, bagisiklik tepkisini
diizenler (Torres ve ark, 2002). Bazt RBOH'lar ¢oklu islevlere sahiptir (Suzuki ve
ark, 2011). Ornegin, At- RBOHD, bagisiklik tepkisinde ve stomatal kapanmada
ROS iiretimine aracilik eder (Zhang ve ark, 2009) ve ayrica dis uyaranlara verilen
yanitlar sirasinda (Miller ve ark, 2009) ve lignin iiretiminde (Denness ve ark,
2011) sistemik sinyal iletiminde onemli bir rol istlenir. Ayrica, At-RBOHD
mutantinda anoksik (anaerobik) kosullar altinda fidelerin hayatta kalma orani

azalir (Pucciariello ve ark, 2012).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. BitkilerinYetistirilmesi

2.1.1. Tohumlarin temini, sterilizayonu ve ekimi

Calismamizda Tuz Go6lii ¢evresinden elde edilen bitkilerden E. parvulum ve
A. thaliana’nin Col-0 ekotipi tohumlar1 kullanilmistir. Kullanilan tohumlar
laboratuvarimizda var olan stoklardan tedarik edilmistir. A. thaliana ve E.
parvulum tohumlar1 %70 konsantrasyondaki etanolde yarim dakika boyunca
bekletilmistir. Islemin devaminda deiyonize su (dI-H20) ile artilmistir. Daha
sonra 5 dakika boyunca %S5 derisimindeki NaOCl’de bekletilmis ve tekrar
deiyonize su (dI-H20) ile aritilmistir.

Tohumlar 4.  thaliana ve E.  parvulum  tohumlann  7:2:1
toprak:vermikulit:perlit karistirilarak hazirlanan karigimin esit oranda saksilara

aktarilmasinin ardindan her saksiya 4’er tohum olacak sekilde ekilmistir.

Tohumlar 7 giin 1s1ks1z ortamda ¢imlendirilmistir. Cimlenen bitkiler 8 saat
karanlik/ 16 saat aydinlik periyodunda 25/23 °C’de nem oram1 % 70 olan 350
umol m?s™! 151k yogunlugunda biiyiitiilmiistiir (Hoagland ve Arnon, 1950).

2.1.2. Bitkilerin yetistirilmesi, deneme deseni

Biiylime sesnasinda bitkiler 48 saatte bir 2 kuvvet Hoagland ¢ozeltisi ile
alttan sulanmustir. A. thaliana’nin E. parvulum bitkisinine gore biiyiime daha
hizihdir. Bu sebeple, uygulamalar esnasinda bitkilerin fizyolojik yaslar
bakimindan benzesim gostermesi amaciyla A. thaliana bitkileri E. parvulum
bitkilerine gore 2 hafta gec ekilmistir. Bitkilerin biiyiime esnasinda herhangi bir

tuz uygulamasi yapilmamistir.
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Uygulama su sekilde yapilmustir. {lk olarak asagida detaylariyla anlatildig
sekilde enzim ekstraktlar1 hazirlanmis ve ardindan yine asagida detaylariyla
verilen reaksiyon karigimlarina farkli tuzlar degisik konsantrasyonlarda
karistirilmistir. Kullanilan konsantrasyonlar 50-100-250-500 mM tuzlar ise NaCl,
KCl, NaZSO4, KZSO4, NaNO3 olarak secilmistir eklendi. Yapilan uygulama Sekil

2.1°de Ozetlemistir.

o
o

v

Aktiviteler, artan miktarlarda
tuz iceren reaksiyon
karisimlariile 6lgtlmistar.

OmM 50mM 100 mM 250 mM 500 mM
- e
Nacl, KCl, Na,S0,, K,SO,, NaNO,

Sekil 2.1 Calismada kullanilan uygulma 6rnegi

2.1.3. Enzim ekstraksyonu ve analizleri

Ornekler (0.1 g) s1v1 azot ile havanda déviildiikten sonra 0.1 mM EDTA,
0.1% (w/v) Triton X-100 ve PVP (1% w/v) ihtiva eden 50 mM Tris-HCI (pH 7.8)
ile homojenize edilmistir. APX aktivitesinin tayin etmek i¢in homojenizasyon
tamponuna 5 mM askorbat ilave edilmistir. Homojenize olan 6rnekler 10,000 x
g’de santrifiij edilmigtir. Siipernatantlar enzim aktivitelerinin Ol¢limii igin
almmustir. Spektrofotometrik analizler Shimadzu UV 1700 spektrofotometre

degerlendirilmistir.

CAT (EC 1.15.1.1) aktivitesi 240 nm’de H202’nin absorbansin diisiis hizi
Olctilerek saptanmistir(Bergmeyer, 1970). POX (EC 1.11.1.7) aktivitesi 465 nm
absorbanstaki yiikselis hizi olarak saptanmistir. 0,001 L hacimde 60 saniyede

ornekteki H202’nin molekiillere ayrilma orani ile saptanmaktadir (Herzog ve
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Fahimi, 1973). APX (EC 1.11.1.11) aktivitesi askorbat oksitlendik¢e 290 nm
absorbansin diisiis hiz1 olarak saptanmaktadir ve hesap edilirken askorbatin soniim
katsayis1 olarak 2.8 mM™! ¢cm! kullanilarak saptanmaktadir (Nakano ve Asada,
1981). GR (1.6.4.2) enzim aktivitesi i¢cin NADPH’in oksidasyonu 340 nm
absorbansta gozlenmistir. NADPH soniim katsayist olarak 6.2mM™! cm™!

kullanilarak saptanmaktadir(Foyer ve Halliwell, 1976).

2.1.4. Istatistik analizleri

Deneyler ikiser olacak sekilde yenilenmistir. Her tekrarda 3 kopya olacak
sekilde gercgeklestirilmistir (n=6). Sonuglar ortalama olarak ifade edilmistir. Hata
cubuklar1  standart ortalamanin standart hatasini(SE) gdstermek ig¢in
degerlendirilmistir. (+ SEM). Gruplar t-test kullanilarak her tiirtiin 0 mM tuz

iceren grubuyla karsilastirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. NaCl, Na;S0O4, KCI, K>SO4, NaNO3, KNO; katalaz(CAT)

aktivitesi tizerine etKisi

A. thaliana bitkisinde uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirasiyla %19, %29, %44, %48 oraninda bir azalmaya neden olmustur.
E. parvulum bitkisindeki uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirastyla %18, %37, %51, %66 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan Na2SOs konsantrasyonlarindan 50, 100,
250, 500 mM’da sirasiyla %14, %33, %33, %71 oraninda bir azalmaya neden
olmustur. E. parvulum bitkisindeki uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan 50,
100, 250 mM’da kayda deger bir degisim gozlenmemistir. Fakat 500 mM’da %47

oraninda diisiis gdzlenmistir.

A. thaliana bitkisinde uygulanan KCI konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirasiyla %11, %19, %46, %47 oraninda bir azalmaya neden olmustur.
E. parvulum bitkisindeki uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirasiyla %38, %46, %50, %60 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan K2SO4 konsantrasyonlarinda 50 mM, 100
mM’da sirastyla %4, %15 oraninda bir azalmaya sebep olmustur. 150, 250, 500
mM K2SOs konsantrasyonlarinda 240 nm’de girisim yaptigindan  dlgim
yapilamamistir. E. parvulum bitkisindeki uygulanan 50 mM, 10mM K>SO+

konsantrasyonlarinda sirasiyla %59, %12 oraninda bir artisa sebep olmustur.

NaNO3; ve KNOs tuzlart 240 nm’de girisim yaptigindan o6lgiim

yapilamamustir.
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NaCl KCI
_120 __120
£ 100 £ 100
€ €
8 8 8 80
S S
N 60 N 60
2 9 > 4
2 2
g 20 g 20
s 04 S04
5 0mM 50 mM 100 mM 250 mM 500 mM 5 0mM 50 mM 100 mM 250 mM 500 mM
—e— Arabidopsis thaliana ~ —e—Eutrema parvalum —e— Arabidopsis Thaliana ~ —s—Eutrema Parvalum
Na2S04 KzS0s

120 __ 200
s s
£ 100 =
£ £ 150
8 & o
S o
N 60 § 100
z® g 50
= S
Z 2 3
S «©
«©
e oo+ = 04
5 0mM 50 mM 100 mM 250 mM 500 mM S 0mMm 50 mM 100 mM 250 mM 500 mM

—e— Arabidopsis thaliana ~ —e—Eutrema parvalum —e— Arabidopsis Thaliana ~ —a—Eutrema Parvalum

Sekil 3.1 NaCl, Na2SOs, KCI, K2SO4, NaNO3, KNOs katalaz(CAT) aktivitesi

3.2. NaCl, NaCl, Na>SO4, KCI, K>SO4, NaNO3, KNO;

peroksidaz(POX) aktivitesi iizerine etkisi

A. thaliana bitkisinde uygulanan NaClI konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirastyla %5, %15, %20, %49 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.
E. parvulum bitkisindeki uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirastyla %9, %11, %18, %31 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan Na>SOs konsantrasyonlarindan 50, 100,
250, 500 mM’da anlamli bir farklilik gézlenmemistir. E. parvulum bitkisindeki
uygulanan Na>SOs konsantrasyonlarindan 50, 100, 250, 500 mM’da
strastyla %29, %27, %28, %29 oraninda bir artisa sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan NaNOs konsantrasyonlarindan 50 mM
konsantrasyonda %11 oraninda artis gozlenmistir. Fakat 100, 250, 500 mM’da
sirasiyla %7, %20, %34 oraninda bir azalmaya sebep olmustur. . E. parvulum
bitkisindeki uygulanan NaNOs konsantrasyonlarindan 50, 100, 250, mM’da
sirastyla %26, %11, %8 oraninda bir artisa sebep olmustur. Fakat 500

mM’da %10 oraninda bir azalma gézlenmistir.

A. thaliana bitkisinde uygulanan KCI konsantrasyonlarindan 50, 100
mM’da anlamli bir degisim gozlenmemistir. Fakat 250, 500 mM’da
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sirastyla %22, %32  oraninda bir azalmaya sebep olmustur. E. parvulum
bitkisindeki uygulanan KCl konsantrasyonlarindan 50, 100 mM’da anlamli bir
degisim gdézlenmemistir. Fakat 250, 500 mM’da sirasiyla %18, %29 oraninda bir

azalmaya sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan K2SO4 konsantrasyonlarindan 50, 100,
250, 500 mM’da sirasiyla %14, %19, %27, %39 oraninda bir azalmaya sebep
olmustur. E. parvulum bitkisindeki uygulanan K2SO4 konsantrasyonlarindan 50,
100, mM’da sirasiyla %15, %4 oraninda bir artigsa sebep olmustur. Fakat 250, 500

mM’da sirastyla %21, %26 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan KNO3 konsantrasyonlarindan 50 mM’da
anlamli bir fark goézlenmemistir. 100, 250, 500 mM’da sirastyla %15, %20, %21
oraninda bir azalmaya sebep olmustur. E. parvulum bitkisindeki uygulanan KNO3
konsantrasyonlarindan 50, 100, 250, 500 mM’da sirasiyla %13, %11, %9, %8

oraninda bir artisa sebep olmustur.
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Sekil 3.2 NaClI, NaCl, Na2S0Os, KCI, K2SO4, NaNO3, KNO3 peroksidaz(POX)

aktivitesi

3.3. NaCl, NaCl, Na>SO4, KCI, K2SO4, NaNO3, KNO; askorbat

peroksidaz(APX) aktivitesi iizerine etkisi

A. thaliana bitkisinde uygulanan NaClI konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirastyla %10, %17, %34, %54 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.
E. parvulum bitkisindeki uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirastyla %13, %23, %43, %60 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan Na>SOs4 konsantrasyonlarindan 50, 100,
250 mM’da NaxSOs konsantrasyonlarinda 50, 100, 250 Mm’da
sirasiyla %13, %19, %17 oraninda bir artisa sebep olmustur. 500 Mm’da anlaml
bir fark gozlenmemistir. E. parvulum bitkisindeki uygulanan Na2SO4
konsantrasyonlarindan 50, 100, 250, 500 mM’da sirastyla %38, %48, %31, %29

oraninda bir artisa sebep olmustur.
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A. thaliana bitkisinde uygulanan NaNOs konsantrasyonlarinda 50, 100, 250
mM’da sirasiyla %18, %24, %33 oraninda bir azalmaya sebep olmustur. Fakat
500 mM’da girisim yaptigindan Olclilmemistir. E. parvulum bitkisindeki
uygulanan ~ NaNOs  konsantrasyonlarindan 50, 100, 250, mM’da
sirastyla %14, %15, %32 oraninda bir azalmaya sebep olmustur. Fakat 500

mM’da girisim yaptigindan dl¢iilmemistir.

A. thaliana bitkisinde uygulanan KCI konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da kontrol grubuna gore anlamli bir fark gézlenmemistir. E. parvulum
bitkisindeki uygulanan KCI konsantrasyonlarindan 50, 100 mM’da kontrol
grubuna gore anlamli bir degisim gozlenmemistir. Fakat 250, 500 mM’da

strastyla %17, %15 oraninda bir artisa sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan K>SOs konsantrasyonlarindan 50, 100,
250 mM’da sirasiyla %20, %25, %24 oraninda bir artisa sebep olmustur. Fakat
500 mM’da kontrole gore anlamli bir fark goézlenmemistir. E. parvulum
bitkisindeki uygulanan K2SO4 konsantrasyonlarindan 50, 100, 250, 500 mM’da
strastyla %9, %48, %31, %23 oraninda bir artisa sebep olmustur.

KNO:s tuzlar1 290 nm’de girisim yaptigindan 6l¢iim yapilamamustir.
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peroksidaz(APX) aktivitesi

3.4. NaCl, NaCl, Na>SQ,, KCI, K>SO4, NaNO3, KNO; glutatyon

rediiktaz(GR) aktivitesi iizerine etkisi

A. thaliana bitkisinde uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirastyla %22, %38, %53, %77 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.
E. parvulum bitkisindeki uygulanan NaCl konsantrasyonlarindan 50 mM’da %5
oraninda artmistir. Fakat 100, 250, 500 mM’da sirasiyla %10, %39, %67 oraninda

bir azalmaya sebep olmustur.

A. thaliana Dbitkisinde uygulanan Na>SOs konsantrasyonlarindan 50
mM’da %9 oraninda artisa sebep olmustur. Fakat Na>SO4 100, 250, 500 Mm’da
sirasiyla %5, %35, %57 oraninda bir azalmaya sebep olmustur. E. parvulum

bitkisindeki uygulanan Na2SOas konsantrasyonlarindan 50 mM’da %24 oraninda
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artisa sebep olmustur. Fakat 100, 250, 500 mM’da sirastyla %11, %24, %39

oraninda bir azalmaya sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan NaNO3 konsantrasyonlarinda 50, 100, 250,
500 mM’da sirasiyla %22, %46, %73, %81 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.
E. parvulum bitkisindeki uygulanan NaNOs konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirasiyla %10, %20, %72, %87 oraninda bir azalmaya sebep olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan KCI konsantrasyonlarindan 50, 100, 250,
500 mM’da sirastyla %20, %19, %18, %47 oraninda bir azalmaya sebep
olmustur. E. parvulum bitkisindeki uygulanan KCI konsantrasyonlarindan 50,
100, 250, 500 mM’da sirastyla %30, %20, %31, %52 oraninda bir azalmaya sebep

olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan K2SO4 konsantrasyonlarindan 50, 100,
250, 500 mM’da sirastyla %,25 %26, %29, %83 oraninda bir azalmaya sebep
olmustur. E. parvulum bitkisindeki uygulanan K2SO4 konsantrasyonlarindan 50,
100, 250, 500 mM’da sirastyla %18, %26, %35, %56 oraninda bir azalmaya sebep

olmustur.

A. thaliana bitkisinde uygulanan KNOs konsantrasyonlarindan 50 ve 100
mM’da kontrole gore anlamli bir fark gézlenmemistir. Fakat 250, 500 mM’da
sirastyla %355, %61 oraninda bir azalmaya sebep olmustur. E. parvulum
bitkisindeki uygulanan KNOs konsantrasyonlarindan 50, 100 mM’da
strastyla %33, %15 oraninda bir artiga sebep olmustur. Fakat 250, 500 mM’da

strastyla %36, %79 oraninda azalmaya neden olmustur.
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4. TARTISMA

Glikofit bitkilerde tuz stresinin iyonik etkisinin siddetlenmesi ve hiicre
icinde Na ya da Cl gibi iyonlarin yiiksek miktarda birikmesi ile bitki biiyiimesi ve
performansinda  siddetli bir diisiis goézlenmektedir. Hiicre i¢i iyon
kompartmantasyonunu glikofitlere gore daha etkin sekilde gerceklestirebilen
halofitik bitkilerde ise biiyiimedeki bu diisiis daha yiiksek konsantrasyonda da ya
da daha uzun siireli maruziyette gdzlenebilmektedir. Iyonik etkinin en énemli
etkilerinden birisi hiicre iginde farkli bolmelerde bulunan enzimlerin (i)
substratlarina olan ilgileri, (ii) yapilarinin stabilitesi ve (iii) katalitik hizlar
tizerine etkilere sahip olmasidir. Tiim bu etmenler metabolizmada aksamalara
neden olabilmektedir. Giinlimiize kadar yapilan g¢aligmalar tuz stresine bagl
yiiksek iyon kuvetinin ¢eltik ve Arabidopsis gibi glikofitlerde, grana yigininin
bozulmasima neden olarak, zayif PSII aktivitesine neden oldugu gosterilmistir
(Rahman ve digerleri, 2000; Peharec Stefani¢ ve digerleri, 2013). Ancak tuzlu
ortamlara adapte olmus halofitik bitkilerin enzimlerinin yiiksek iyon kuvvetinde
enzim aktivitelerindeki degisimler ¢ok iyi bilimemektedir. Giiniimiize kadar
yapilan ¢aligmalar ozellikle fotosentetik enzimlerin karsilastirilmasi tizerinedir.
Ornegin, ¢eltikten (Oryza sativa) saflastirilan kloroplastik fruktoz-1,6-bisfosfataz
(FruP2az), in vitro olarak NaCl'ye yakin halofitik akrabasi Porteresia coarctata’ya
ait FruP2ase’dan daha duyarliydir (Ghosh ve ark, 2001). Tuza duyarh ¢eltik ¢esidi
IR26'dan gelen enzim, 25 mM NaCl tarafindan %50 inhibe edilirken, P.
coarctata'dan gelen esdeger enzim, 25 ila 400 mM arasindaki genis bir NaCl
araliginda sadece %10 oraninda inhibe olmaktadir. Glikofitlerden elde edilen
Ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz (Rubisco), FruP2az kadar tuza duyarl
gorinmemektedir. Fasulyede (Phaseolus wvulgaris) ve musirda (Zea mays),
Rubisco aktivitesi, halofit Atriplex spongiosa’ya benzer sekilde, sadece 250 mM
NaCl'nin iizerindeki tuz konsantrasyonlarinda %50'nin altina diismiistiir (Osmond
ve Greenway, 1972). Benzer sekilde, Tamarix jordanis isimli halofit bitkiden elde
edilen Rubisco ve deniz cayirlar1 (Halophyla stipulaceae ve Halodule uninervis)
200 mM NaCl tarafindan %50 oraninda inhibe edilmistir (Beer ve ark, 1980;
Solomon ve ark, 1994).
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Uyumlu bilesiklerin eklenmesi, 7. jordanis Rubisco ig¢in inhibisyonu
azaltmistir (Solomon ve ark, 1994). Halofilik siyanobakteri Aphanothece
halophytica'dan izole edilen Rubisco, 200 mM KCl'de %50 oraninda inhibe
edilmistir ancak inhibisyon, betain gibi uyumlu bilesiklerin eklenmesiyle
tamamen ortadan kaldirilabilir (Incharoensakdi ve ark, 1986). Uyumlu
¢Oziinenlerin sentezinin halofitlerde glikofitlerden daha yiiksek oldugu géz oniine
alindiginda (Bose ve ark, 2014), Rubisco aktivitesinin halofitlerde inhibe olmadig1
varsayilabilir. Ayrica, bazi halofitler (6rnegin Porteresia coarctata, Eutrema
halophila ve Suaeda salsa), (1) Rubisco aktivaz miktarini artirarak ve (ii) Rubisco
aktivazinin thylakoid membrana baglanmasiyla (i) glikofitlerden daha yiiksek bir
Rubisco aktivasyon durumu gosterdigi bilinmektedir ( Sengupta ve Majumder,
2009; Li ve ark, 2011; Wiciarz ve ark, 2015). Ikinci adim, ATP sinirlayict bir
ortamda Rubisco tarafindan CO2 fiksasyonunu iyilestirdigi one siiriilen fotosistem
I'in (PSI) yakininda Rubisco aktif formunun yenilenmesini saglar (Chen ve ark,
2010). Celtigin halofitik bir akrabasindan elde edilen kloroplastik FruP2az'in
celtie gore tuza daha dayanikli olduguna dair kanitlar vardir, bu da halofit
celtigin kloroplastlarinin stromadaki yiliksek NaCl konsantrasyonlarmi tolere
edebilecegini gostermektedir (Bose ve ark, 2017). Bu tez calismasinda ise tuz
stresine toleransta Onemli rollere sahip antioksidan savunma enzimlerinin

aktiviteleri lizerine farkli iyonlarin etkileri ilk defa incelenmistir.

CAT aktivitesi A. thaliana’da NaCl ve KCIl’den daha az etkilenmistir Bu
durum E. parvulum CAT enziminin CI iyonlara kars1 daha hassas olabilecegini
gostermekteir. Bunun yanisira Na2SO4 tuzunda Na miktar1 NaCl’ye gore 2 kat
daha fazla olmasina karsin CAT aktivitesi 250 mM derisime kadar diisiis
gostermemistir. Bu durum SO4’iin CAT enzimini stabilize edici 6zelligini ortaya
koymaktadir. Ancak bu stabilize edici etki E. parvulum’da A. thaliana’ya gore

daha ytiksektir.

POX aktivitesi NaCl ve KCI tuzlarinda her iki tiirde de benzer sekilde
diisiise neden olmustur ancak hem Na>2SO4 hem de K2SO4 E. parvulum’da enzim
aktivitesinde artisa neden olmustur. Bu etki A. thaliana’da godzlenmemistir.

Benzer bir durum NaNOs ve KNOs i¢in de gecerlidir.
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APX aktivitesi her iki bitki tiiriinde de Na’dan daha fazla etkilenmistir. SO4
diger enzimlere benzer olarak APX aktivitesini E. parvulum’da arttirmistir.

Benzer bir artig A. thaliana’da da gozlense de E. parvulumda daha siddetlidir.

E. parvulum GR aktivitesi A. thaliana ile karsilastirildiginda NaCl tuzuna
daha direnglidir. 250 mM NaCl konsantrasyonuna kadar E. parvulum GR
aktivitesinde dislis gozlenmezken A: thaliana’da 100 mM NaCl ile
aktivitede %40 diisiis gozlenmistir. KCI tuzu ile benzer farklilagsma olusmamustir.
Bu durum E. parvulum GR enziminin yiiksek Na’li ortamlarda daha etkin
calistigin1 gostermektedir. Tirler arast bir diger farklilik ise KNOs ile GR

aktivitesinin E. parvulum bitkisinde artmasidir.
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5. SONUC

Elde edilen bulgular, bitkilerde antioksidan savunma mekanizmasi ve ROS
sinyalizasyonunun diizenlenmesi konsantrasyona ve uygulanan tuzlara bagh
olarak degismektedir. Halofit ve glikofit bitkilerin uygulamlara yanitlar1 ise bazi
onemli noktalarda farkliliklar 6n plandadir. Bunlardan birincisi H202 siipiiriicii
enzim olan CAT aktivitivitesinde, NaCl uygulamasmin E. parvulum’da A.
thaliana’a gore daha giiclii oldugudur. KCI uygulamasinin A. thaliana’da E.
parvulum’a gore daha giiglii oldugudur.Na>SO4 uygulamasinin E. parvulum’da A.
thaliana’a gore daha giiglii oldugudur.K2SO4 E. parvulum’da A. thaliana’a gore
oldukga giiclii oldugudur.

H202 siipiiriicii enzim olan POX aktivitivitesinde, Na2SO4 ve KNO3

uygulamalarinda E. parvulum’da A. thaliana’a gore oldukea gii¢lii oldugudur.

H20O2 siipiiriicii enzim olan APX aktivitivitesinde NaxSOs4 ve KaSO4

uygulamasinda E. Parvulum ve A. thaliana normal aktivitesinin lizerine ¢ikmugtir.

GR aktivitesinde NaxSO4 ve KNOs3 E. parvulum’da A. thaliana’a gore
oldukea giiclii oldugudur. Sunulan sonuglara gore E. parvulum’a stres kosullarina
A. thaliana’a gore ¢ok daha uyumlu oldugudur ve bdylece oksidatif stres ile daha

1yl miicadale edebildigidir.
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