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OZET

ARABIDOPSIS THALIANA’ DA MELATONININ UV STRESINIi
IYILESTIRICI ETKiSININ ARASTIRILMASI

HASKIRLI, Hasan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoéneticisi: Prof. Dr. Ismail TURKAN
Eyliil 2019, 43 sayfa

Daha 6nce yapilan arastirmalarda, melatoninin serbest radikalleri etkisiz hale
getirmede aktif rol oynamasi ve kuvvetli bir antioksidan olarak 6zellikle savunma
sistemini tesvik ettigi ve bunu da stres altinda gérev yapan ya da aktif hale gelen

bazi enzimleri tesvik ederek gergeklestigini ortaya konulmustur.

Molekiiler diizeyde Ultraviyole (UV) stresine maruz kalmak, canlilar igin
Olimciil olabilir. RNA, DNA, lipid, protein ve bitki hormonlar1 gibi UV
absorblayan biyolojik bilesenlerle etkilesimleri sebebiyle UV, c¢ok o6nemli bir
abiyotik stres faktoriidiir. Aminoasitleri hedef alarak enzim ve protein yapilarini
inhibe ettigi ve lipid peroksidasyon ile membran yapisin1 bozdugu bilinmektedir.
Bu etkiler sonucunda membran taginimi engellenmekte ve sonug¢ olarak da

fotosentetik aktivite olumsuz yonde etkilenmekedir.

Bu tez calismasi; toplamda 21 giin siire igerisinde biiyiitiilen Arabidobsis
thaliana bitkisine, calismanin 20. giiniinde melatonin uygulayarak 21. giiniin
sonunda farkli siireler igerisinde (90 dakika Kontrol, 90 dakika UV, 90 dakika
10uM Melatonin ve 90 dakika UV+ 10uM Melatonin) ile (180dk Kontrol, 180 dk
UV, 180dk 10uM Melatonin ve 180dk UV+10uM Melatonin) gruplar UV-B

stresine maruz birakarak etkilerini aragtirmak i¢in yapilmustir.

Farkl: siirelerde UV-B radyasyonuna maruz biraklilan A. thaliana bitkisinin

fotosentetik etkinliginde farkliliklar gézlemlenmistir. Bu uygulama siiresince UV-
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B stresi bitkinin primer fotokimyanin maksimum quantum etkinligini (FV/FM)
azaltarak toplam fotosentetik indeksini olumsuz etkilemesi nedeniyle UV-B’yi
Arabidopsis thaliana bitkisi i¢in dnemli bir stres faktorii oldugunu kabul edebiliriz.
UV-B radyasyon uygulamalarinda savunma mekanizmalarinda antioksidan iireten
enzimlerde farkl etkiler gorilmistiir. CAT (katalaz) aktivitesi artan UV-B siiresine
bagl olarak kontrole gore onemli Olglide artarken, APX (askorbat peroksidaz)
aktivitesinde azalma gozlenmistir. POX (peroksidaz) ve GR (glutatyon rediiktaz)
aktivitesinin ise UV-B’ den 6nemli dl¢iide etkilendigi goriilmiistiir. Uygulanan UV
stres siirelerince H202 ve MDA seviyelerinin de benzer olarak arttigi bulunmustur.
Elektroforetik analizler sonucunda SOD enzim aktivitesinde artis tespit edilmis
olup, uygulanan UV stresiyle beraber bitkinin enzim aktivitelerinde artis
gbzlemlenmistir. Bu Sonuclar bitkinin UV stresine karsi gosterdigi savunma

mekanizmasinda melatoninlerin rol aldigini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis thaliana, Ultraviyole Stresi, Melatonin,
Antioksidant  Enzimler, Siiperoksit dismutaz, Malondialdehit, Katalaz, Primer

Fotokimyanin Maksimum Quantum verimi



ABSTRACT

INVESTIGATION ON THE ALLEVIATIVE EFFECT OF
MELATONIN ON UV STRESS IN ARABIDOPSIS THALIANA

HASKIRLI, Hasan

MSc in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ismail TURKAN
September 2019, 43 pages

For the previous investigations; melatonin plays an active role for
neutrlizing free radicals and as a potential antioxidant that espicially promoting
the defense system or promoting the enzymes that become activation in under

stress.

For the alive tihngs can be fatal to be exposured to the ultraviolet stress at
the molecular level. UV is an important one of the abiotic stress factocrs because
of its intereaction with biological componenets which is absorbing UV such as
RNA, DNA, lipid, protein and plant hormones. It is known that UV inhibits the
enzyme and protein structures by lipid peroxidation. As a results of these effects,

membran transport is prevented and photosynthetic activity affected negatively.

In this thesis; Arabidopsis thaliana, which was grown for a total 21 days,
applied melatonin on the 20th day of the study and at the end of the 21st day,
different periods of UV (90 minutes Control, 90 minutes UV, 90 minutes 10 uM
Melatonin and 90 minutes 10 uM Melatonin and UV) and (180 minutes Control,
180 minutes UV, 180 minutes 10 uM Melatonin and 180 dk UV + 10uM

Melatonin) were made to investigate their effects by exposure to UV-B stress.

Typical differences were observed in photosynthetic activity of Arabidopsis
thaliana which is exposed to UV-B radiation at different times. We can assume
that UV-B is an important stress factor for Arabidopsis thaliana since UV-B stress
negatively affects the total photosynthetic index by reducing the maximum

quantum activity (FV/FM) of the primary photochemistry during this application.



Different effects have been observed in antioxidant producing enzymes in defense
mechanisms in UV-B radiation applications. CAT (catalase) activity was
significantly increased compared to the control due to increased UV-B time,
whereas APX (ascorbate peroxidase) activity was significantly affectes by UV-B.
It was found that H202 and MDA levels increased similarly in UV stress periods.
As a result of electrophoretic analyzes, SOD enzyme activity was found to be
increased and the enzyme activity of plant increased with UV stress. These results
indicate that melatonin plays a role in the plant’s defense mechanism against UV

stress.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Ultraviolet Stress, Melatonin, Antiixidant
Enzymes, Succinate Dehydrogenase, Superoxide dismutase, Malondialdehyde,

Catalase, Maximum Quantum Activity, Reactive Oxygen Species, H,0..
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ONSOZ

Tez konusunun belirlenmesi, kisinin bilim kariyeri ve iilke
akademisi i¢in ¢ok Onemlidir. Gelistirilebilen bir tezin gelecek
nesillere faydali olabilecegini diisiinebiliriz. Bu siirecin igerisinde
makalelerdeki emegin ve ¢abanin ne anlama geldigini ¢ok iyi
anlamaktayiz. Bakis agisina yon veren bu donem igerisinde ¢ok
fazla emek sarf etmek gerektigini biliyoruz. Bu baglamda tezli
yiiksek yapan bireylerde akademik Kkariyer yolundaki gayretin

anlami ¢ok derindir.

[ZMIR
03/09/2019
Hasan HASKIRLI
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Glutatyon reduktaz
Dehidroaskorbik asit

Hidrojen peroksit



1. GiRis

Giines 15181 tiplerinden olan UV (Ultraviyole) 1sinlarini dalga boylarina
gore UV-A (315-400nm) UV-B (280-315 nm) ve UV-C (200-280 nm) olarak iice
aytrabiliriz. Molekiiler dozda UV stresine maruz birakilmak canlilar i¢in 6liimle
sonuglanabilir. DNA, RNA, lipidler, proteinler ve hormonlar gibi ultraviyole
absorblayan bir¢ok biyolojik molekiillerle etkilesim halinde olmalar1 sebebiyle
ultraviyole, ¢ok onemli ¢evresel faktorlerdendir (Caldwell ve ark. 1998). UV-B
giines 151k tipi aminoasitleri hedef alip enzimlerin ve proteinlerin yapisini ve lipid
peroksidasyonu ile membran igerigini bozmaktadir (Hightower ve ark. 1994). Bu
etkiler sonucu membrandaki tasinimi engellemektedir ve fotosentetik aktivite
olumsuz etkilenmektedir (Allen ve ark. 1998). UV-B o6zellikle niikleik asitleri
hedef alip DNA’ nin sarmal yapisin1 bozmaktadir (Bieza ve Lois 2001). UV-B
isimasmin etkileri sonucunda bitkinin biiyiimesi ve gelismesi negatif yonde
etkilenir (Qaderi ve Reid 2005). Buna karsin bitkiler UV-B’nin etkisini en aza
indirgemek veya azlatmak i¢in UV-B absorblayan koruyucu bilesenler ile birkag
koruyucu mekanizmay1 kullanirlar (Strid vd, 1994; Tevini 1994; Mackerness
2000). Olusan yanitlar, bitkinin UV-B stresine duyarlilik seviyelerini belirler
(Saile-Mark ve Tevini 1997).

Melatonin; canlilarda serbest radikalleri inaktif hale getirmedeki
islevlerinden dolay1 bitkiler aleminde de bilinen 6nemli bir antioksidandir.
Melatoninin biyolojik membranlarin1 (kloroplast, mitokondri ve plazma zari)
dengelemesinde dogrudan etki ettigi icin, lipid peroksidasyonu ve zar
akigkanliginda da etkin rolii oldugu belirlenmistir (Catala, 2007; Garcia ve ark,
2014).

Melatonin; stres altindaki bitkilerde O7 (Siiperoksit) olusumunu
sinirlayarak i¢c mitokondriyal zardan elektron sizintisini azalttigini, elektron
tasima zincirini uyardigint (Reiter ve ark., 2001), peroksidaz (POX), glutatyon
reduktaz (GR), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimlerinin
aktivitelerini tesvik ettigi belirtilmistir (Cardinali ve Pevet, 1998; Allegra ve ark.,
2003; Teixeria ve ark., 2003; Rodriguez ve ark., 2004; Reiter ve ark.; 2007).



1.1. Arabidopsis thaliana hakkinda bilgilendirme

Bu bolimde tez calismasinda kullanilan Arabidopsis thaliana bitkisi
tanitialcaktir. Brassicacea familyasina ait model bitki Arabidopsis thaliana
eckonomik olarak Onemli olmamasina karsin uzun yillardir fizyolojik,
biyokimyasal, molekiiler ve genetik calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
A. thaliana bitkisinin 6zel iklim sartlar1 gerektirmemesi, hizli biiylimesi, ¢ok
tohum olusturmas1 ve kisa yasam dongiisii molekiiler ve genetik caligmalar icin
yaygin olarak kullanilmasinin en 6nemli nedenlerinden birisidir. Bununla birlikte
A. thaliana’nin genom boyutunun oransal olarak kiiciik olmasi, mutant
kiitliphanelerinin varligr ve gen aktarim ¢alismalarina uygunlugu nedenlerinden
otirtt de molekiiler ¢alismalar i¢in uygun bitkilerdir. Ayrica A. thaliana 2000
yillarin1 sonlarina dogru genetik dizlimi tamamlanan ilk bitkidir (AGI, 2000;
TAIR, 2011).

Sekil 1.1 Arabidopsis thaliana bitkisi

1.2. Stres Nedir?

Bir ¢cevrede devamli veya zaman zaman olusan ¢ok sayidaki olumsuz ama
ani sekilde 6liimciil olmayan kosullara stres denir. Bir diger deyisle; bitkilerde

biliylime ve gelismeye ket vurup metabolizmanin diizglin ¢aligmasini engelleyen



uygunsuz durumlarin biitiiniine, stres diyebiliriz. Stres kavrami genel olarak bitki

toleransi ile yakin iligki icerisindedir (Giirel ve Avcioglu 2001).

Fizyolojik stresin tanimini yapacak olursak yaralanma, hasar gorme gibi
fizyolojik sonuclar olusturan, gidisat1 degistiren kosullar seklinde ifade edilebilir.
Biyolojik stresin en iyi tanimi1 normal sistem isleyisini engelleyici negatif gii¢
veya etki diyebiliriz. Fakat buradaki kavram, tiirler ve ekotipler arasinda
farkliliklar gosterebilir. Clinkii stresli bir ¢evrede yetisen tiiriin bireyleri bu sayede

adaptasyon isleyis bicimlerini gelistirebilirler.

Cevresel stres incelenirken zaman kavrami ¢ok 6nemlidir. Cilinkii ¢evresel
degisimler ne kadar uzun siirerse fizyolojik strese neden olmas olasiliklar1 o kadar
artar. Stres olay1 gegcici siireyle meydana gelse bile bitki canlilif1 i¢in risk baglar
veya geri donisimii olmayan zararlarla karsilasabilmektedir (Cakirlar ve
Topguoglu 1985, Larcher 1995, Lichtenthaler 1996, Taiz ve Zeigler 1998).

1.3. Bitkilere Etki Eden Stres Faktorleri

Bitkiler bulundugu dogal c¢evredeki olumsuz ¢evre kosullarindan
etkilenirler. Stres faktorlerini abiyotik ve biyotik olarak ikiye ayrilirlar (Levitt
1972). Biyotik faktorler, enfeksiyon olusturan mikroorganizmalar ile (bakteri,
viriis ve fungus), zararli hayvanlar (bocekler, nematodlar) ve diger organizmalari
sayabiliriz. Abiyotik faktorler de su, kimyasal madde, sicaklik, 1sik siddeti,
mineral eksikligi ya da fazlaligi gibi ¢evresel faktorlerdir. Abiyotik ve biyotik

stresler asagidaki semada 6zetlenmistir.

ABIYOTIK BIYOTIK
Sicaklik Bitkiler
Su Mikroorganizmalar
Mineraller Hayvanlar
Gazlar Antropogenik Etkiler
Mekanik Etkiler
Radyasyon




Sekil 1.2 Cevresel stres faktorleri (Larcher 1995)

1.4. Isik ve Ultraviyole Radyasyon Stresi

Isik, yesil bitkilerde klorofil pigmenti sayesinde fotosentez igin gerekli
temel enerji ihtiyacini karsilar. Bitkilerin biiylime ve gelismelerinde 1518 rengi
ve yogunlugu, fotoperiyot siiresince Oonemlidir. Bitkilere ulasan toplam 1s1gin
siddeti ve siiresi bitki dokularinin fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerini etkiler.
Isik siddeti olumsuz yonde (az ya da asir1 miktarda) degisirse bitkinin fotosentetik

fonksiyonlar1 yavaslar veya durur.

Fotosentezde etkili olan ve goziimiizle gorebildigimiz 1ginlar mor, mavi,
yesil, sari, turuncu ve kirmizidir. Dalga boylar1 farklilik gosteren bu 1siklarin
bitkiler tizerindeki etkileri de farklidir. Diinya yiizeyindeki en kisa dalga boylu
giines 1511 UV-B 1gimlaridir. Diinyamiza ulasan UV-B’ nin etkisi atmosferdeki

ozon miktarina baglidir.

Renk Dalga Boyu Temsili Dalga  Frekansi (Hz Enerji
Araligi (nm) Boyu x10™) (eV/foton)

Ultraviyole <400 254 11,80 4,88
*Mor 400-425 410 7,31 3,02
*Mavi 425-490 460 6,52 2,70
*Yesil 490-550 520 5,77 2,39
*Sarl 550-585 580 5,17 2,14
*Turuncu 585-640 620 4,84 2,00
*Kirmizi 640-740 680 4,41 1,82
Kizilotesi 740< 1400 2,14 0,88

Sekil 1.3 Isik dalga boylar1 ve 6zellikleri (Kocagaliskan 2004)



1.5. Bitkilerde UV-B Stresinin Morfolojik ve Fizyolojik Etkileri

Yapilan son arastirmalarda, UV-B’ye maruz kalan bitkilerde reaktif
oksijen tiirleri (ROS)’nin miktarinin arttig1 gozlenmistir (Arnots ve Murphy 1991).
ROS sadece zararli bir radikal olmayip, ayrica birgok genin ifadesini degistiren

sinyal molekiiliidiir.

DNA, UV ismlarindan en ¢ok zarar goren bir molekiildiir. Buna karsilik
olarak RNA molekiilii ve proteinler UV radyasyonuna karsi daha dayaniklidirlar.
Cinkii UV, niikleik asitlerdeki timin dimerlerinin inhibasyonuna neden
olmaktadir. Ayrica sitozinin hidrasyona ugramasiyla da DNA ¢ift sarmalindaki
seker-fosfat baglarmi kirmaktadir. Ayrica UV’ye maruz kalan bitkiler hidrojen

peroksit iiretimine neden olur.

Bitkilerde UV’ye maruz kalan hiicresel zar ve diger organeller, ROS’larin
yikict etkilerinden korunmak i¢in olusturduklari antioksidan defans sistemleri ¢ok
onemlidir. (Lee ve Lee, 2000). Savunmada birincil olarak epidermal hiicrelerdeki
UV-B absorblayan bilesiklerde bir artis olur ve giren UV-B’ ye engel olusturulur.
Cevresel stres faktorleri ROS iiretiminin artigina sebep olurlar. Zararli ROS’larin
detoksifikasyonu icin gerekli antioksidan savunma mekanizmalari tiim bitki doku
ve hiicrelerinde bulunur (Seppanen ve Fagerstedt, 2000). Bu antioksidan koruyucu
mekanizmalar1 enzimatik ve enzimatik olmayan seklinde ikiye ayirmak
miimkiindiir. (Hernandez-Nistal vd., 2002). Bu enzimatik savunma mekanizmalari,
katalaz (CAT), peroksidaz (POX), siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR) enzimlerinden olusurken, enzimatik olmayan savunma sistemleri ise
glutatyon, askorbat (AsA), antosiyonin, karatenoid, a-tokofreol ve
flavonoidlerden  olusurlar  (Choi vd., 2002). Antioksidan koruyucu
mekanizmalarinin strese verecegi yanitlar tamamen bitkilerin ve stresin ¢esidine

ve stresin uygulanacag siire ile zamanin uzunluguna baghdir.

1.6. Bitkilerin Strese Kars:1 Tepkileri

Bitkilerde stres faktorlerini, stresden kag¢inma ve bunlara karsi tolerans

olarak ikiye ayiririz:



Kaginma: Stres faktoriiniin bitki hiicre ve dokularina girisinin 6nlenmesi
ya da azaltilmasi diyebiliriz. Stres faktorii yok olunca bitki stresten 6nceki haline

doner (Orcutt ve Nilsen 2000). Bu sistem iki yolla gergeklesir:

1. Bitkinin ¢evre ile etkilesim halinde oldugu yiizeylerindeki
degisikliklerdir. Bu degisiklikler kimyasal ve morfolojik olarak belirtilir.
Yaprak ayasimi alani / yaprak ayasi kalinligi, stoma biiyikligii / stoma
yogunlugu, kiitikula kalmligi i¢in morfolojik degisiklik, yaprak ve
koklerindeki toksik etkinin sahip inhibe edici bilesenlerin olusumuna ise
kimyasal kompozisyonu olarak agiklanabilir. Kaktiis bitkisinin etli
fotosentetik govdesinin  kurakliga karsi yapraklarmi diken seklinde
indirgemesi drnegini verebiliriz.

2. Mevsimsel olarak kaginma (Ontogenetik degismeler): Strese maruz
birakilmadan o6nce dormant otogenetik faza gecis saglanarak bitki

iretkenligi kesin hale getirilir.

Tolerans: Stres faktoriiniin etkilerini yok etmeyi indirgeme ya da tamir
mekanizmalarin1 ifade eder. Bu tepki tiirli, hiicre ve doku seviyelerindeki
farkliliklar1, subseliiler seviyedeki farkliliklari, molekiiler ve submolekiiler

seviyedeki farkliliklari kapsar (Giirel ve Avcioglu 2001).

1.7.  Melatonin ve Melatonin Biyosentezi

Melatonin (N-asetil-5-metotriptamin), ilk 1958 senesinde sigirin epifiz

bezi tlizerinden izolasyon yontemiyle saglanan indol amin molekiiliidiir (Lerner ve
ark., 1958).

Melatonin, ilk olarak omurgali hayvanlarda kesfedildiginden dolay1 yillar
boyunca sadece hayvanlara 06zgiin bir diizenleyici olarak biliniyordu.
(Reiter,1991).

Bu bakis acisi, 1995 senesindeki biribirlerinden bagimsiz ki
aragtirmacinin melatonini bitkilerde bulmasiyla degismistir (Dubbels ve ark.,
1995; Hattori ve ark., 1995).
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Sekil 1.4: Molekiil formiilii C13H16N,O; ve molekiil agirligi 232,28 g/mol (Anonim,2015) olan
melatoninin kimyasal yapisinin seklidir.

Melatonin sentezi bitkiler, hayvanlar, algler ve bakteriler de dahil olmak
lizere tim canlilarda aromatik bir aminoasit olan triptofan (Trp)’ dan baslar.
Triptofan sadece melatoninin degil, tiim bitki ve hayvanlarda bulunan bir bilesik
olan serotoninin (Ser) ve yine bitkisel bir hormon olan indol-3-asetik asetin (IAA)

de sentezinin bagladigr molekiildiir.

|
TDC T5H
o s |

T5H
TDC
| SNAT

e |
*HIOMT

SNAT

]

T5H

SNAT SNAT

Sekil 1.5: Bitkilerde Melatonin Biyosentez Yolagi




Bitkilerde melatonin sentezi sirasinda gorev alan enzim siralamasi su

sekildedir:

Triptofan dekarboksilaz (TDC), * aktivitesindeki artigin, melatonin
sentezinde belirleyici rolii vardir (Byeon ve ark., 2014).

Triptofan hidroksilaz (T5H),

Serotonin N-asetiltransferaz (SNAT)

Asetil serotonin O-metiltransferaz (ASMT) ve
Hidroksiindol-O-metiltransferaz =~ (HIOMT)  enzimleridir.  (HIOMT)
enziminin en 6nemli 6zelligi melatonin seviyesini hiz sinirlayict olarak

belirler. (rate-limiting enzyme) (Byeon ve ark.,2014).

1.8. Bitkilerde Melatonin Fonksiyolarinin Ozeti
Asagidaki sekilde bitkilerde melatonin fonksiyonlar1 6zetlenmistir.
(Sekill.6)

Melatonin
Bilyilime
Driizenleyicisi Stres Tolerans,
1 lﬁ
Bitki Biiyiimesi Bitki Geligimi e Satem Stres
*Apikal Dominansi *Vilksek Antiokea] Hor;wnlannm

K&k bityiimesi *Cigeklenme {AsA GSH) 1ZIMaAsL

*Siirgiin *Yaglanmanin Enitn aktivtie artist (CAT, *IAA, ABA, JA,

biiyiimesi Gecikmesi POX, SOD, APX & GR) SA & ETH

A

*Bitki fizyolojisinin gelismesi
*Meyve verimlilifinin artmasi
*Besinsel kalite ve deferin
artmasi

Sekil 1.6 Bitkilerde melatonin fonksiyonlarimin 6zeti



1.9. Melatoninin Bitki Biiyiimesindeki Rolii

En temel rollerinden biri muhtemel bir bitki biiyliime diizenleyicisi olarak
gorev almasidir ve bu etkisi pek ¢ok monokotil bitkide ortaya konulmustur. 1AA (
Indol asetik asit ) ve melatonin arasindaki yapisal benzerlikler ve ortak biyosentez

yolu, melatoninin bir oksin gibi haraket edebilecegi fikrine yol agmuistir.

Son zamanlarda yapilan galismalardan;

- Arabidopsis thaliana tiirlerinde,

- Aci bakla (Lupinus albus L.), etiyole olmus tiirlinde hipokotillerinde aktif
biliylimeyi uyardigi bilinmekte ancak melatoninin yiliksek konsantrasyon
uygulamalarinda ise engelleyici etkisi oldugunu belirtmislerdir
(Hernandez-Ruiz ve ark.; 2004; Hernandez-Ruiz ve Arnao; 2008). Yine
ayni bitkinin farkli melatonin uygulamasinda lateral koklerin
biyokiitlesinin artig1 goriilmiistiir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2007).

- Bermuda ¢imi (Cynodon dactylon) gibi pek cok tiirde disaridan yapilan
melatonin uygulamalarinin kok ve siirgiin  gelismesini tesvik ettigi

bulunmustur. (Bajwa ve ark , 2014;Wei ve ark,2015;shi ve ark,2015).

1.10. Stres Kosullarinda Melatonin

Stres faktorlerine maruz kalan bitkilerde goriilen melatonin seviyesindeki
gecici artiglar, Ozellikle oksidatif stresin neden oldugu zararl etkilere karsi

bitkileri korumaya yonelik oldugu bildirilmistir.

Omegin; tuz, ¢inko, diisiik sicaklik ve kuraklik gibi degisik stres faktorleri
altindaki arpa ve aci bakla bitkilerinde i¢sel melatonin seviyelerinin, stres
faktoriiniin siddetine ve uygulama zamanma gore ciddi artislar gosterdigi

bildirilmistir ( Arneo ve Hernandez-Ruiz, 2009b ve 2013a).

Yine UV-B stres faktorii, fotosentezin ti¢ temel siirecini inhibe eder. Bu
siirecler tilakoid membran fotofosforliasyon tepkimeleri, Calvin dongiistinde

yasanan enzim aktiviteleri ve CO2 difiizyonundaki stoma siirlandirilmalaridir

(Allen vd. 1998).
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Ornegin; UV-B stres faktdrii arpa bitkisine (Hurdeum vulgare)
uygulanmis ve bitkinin PSII’sinin yap1 ve fonksiyonlarini ve PSI’e kadar olan
elektron tasima kapasitesini azaltarak fotosentetik aktiviteyi inhibe ettigini

belirtmislerdir (Cigek, Cakirlar ve Strasser, 2012).

1.11. Bitkiye Disaridan Uygulanan Melatonin

Melatonin igeren bitkiler bu indolamini sentezleyebilirler; ayrica disaridan
yetistirme ortamindan alinabilir. Topraktan ya da yapraktan uygulayarak da
melatoninin almalar1 miimkiindiir. (Reiter ve ark. 2001). Ornegin; yiiksek sicaklik
abiyotik stresi altinda biiyiitillen hiyar bitkilerinde disaridan melatonin
uygulanmistir. Bunun sonucunda serbest radikallerin miktarinda diislis yasanmis
olup beraberinde doku iletkenliklerinin azaldigini ve buna karsin SOD, CAT,
POX gibi enzimatik antioksidanlarin aktivitelerinde artis gézlemlemislerdir (Xu,
2010).

Melatonini disaridan tohum biiylitme asamasinda ¢imlenme sirasinda
belirli bir oranda ilave edilebilir ya da bitkinin yapragina piiskiirtiilerek verilebilir
veya koklerden sulayarak da bitkinin biinyesine verilebiliriz. Bu uygulamalardan
bir tanesini orneklendirecek olursak; kuraklik stresi altinda Malus hupehensis ve
Malus prunifola bitkilerine disaridan melatonin veriliyor ve bunun sonucunda
stomalarin daha uzun siire acik kaldigi belirtilmistir. Boylece fotosentez hizi ve

stoma iletkenligi artmistir (Li ve ark., 2015).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tohumlarmm Temini

Calismamizda laboratuvarda bulunan Arabidopsis thaliana (Col)

tohumlart kullanilmistir.

2.2. Tohumlarmn Sterilizasyonu

Bitki tohumlari 1 dakika boyunca %70 etanol varliginda yiizey
sterilizasyonuna maruz birakildi ve sterilize edilen deiyonize su ile 5 defa
yikandi. Daha sonraki agsama da ise % 4 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile 10 dakika
stiresince ylizey sterilizasyonuna maruz birakildiktan sonra tekrardan 5 defa daha

sterilize edilen deiyonize su ile yikanma asamasi da gergeklestirilmistir.

2.3. Tohumlarmn Ekimi

Tohumlar 11k alan sera kosullarinda; siyah renkli tanklarin iginde,
hidroponik ortamdaki Y% giicteki Hoagland besin ¢ozeltisinde, 12 saat karanlik ve

12 saat aydinlik olmak iizere ortalama 21°C sicaklikta yetistirilmistir.

2.4. Deneme Deseni ve Bitkilerin Yetistirilmesi

Denemelerde 3 hafta boyunca hidroponik sistemle Hoagland ¢ozeltisi
iginde biiyiitillen bitkiler kullanilmistir. UV-B stresi, 90 ve 180 dakika siireyle
yapraklara 30 cm uzaklikta konumlandirilan UV-B floresan lamba ile aydinlatma
ile gerceklestirilmistir. Melatonin uygulamasi igin bitkilere UV-B stresinden 1
giin 6nce biiyiime ortamidan 10 uM melatonin uygulanmistir. Alinan numuneler

-80°C’de analiz igin saklanmustir.
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K90 Kontrol (UV ve Melatonin uygulanmadi)

uvao UV-B 90 dk

M90 10 uM Melatonin 90 dk

UvMa0 UV-B+Melatonin 90 dk (UV ve Melatonin

uygulandi)

K180 Kontrol 180 dk (UV ve Melatonin uygulanmadi)

uVv180 UV-B 180 dk

M180 10 uM Melatonin 180 dk

UVM180 | UV-B+Melatonin 180 dk (UV ve Melatonin

uygulandi)

Sekil 2.1 Deneme desenindeki gruplar

2.5.  Fy/Fy Olgiimii

Fv/Fm orani hesaplanirken segilen yapraklar klipslerle tutturulup 30 dakika
stiresince karanhiga alistirlmistir. 30 dakikanin sonunda klipsler proba
yerlestirildikten sonra klipsler agilmis ve Fy/Fpm okumalari Hansatech cihazinda

yapilmustir.
2.6. Biyokimyasal Parametreler

2.6.1. Lipid Peroksidasyonu

Rao ve Sresty (2000)' e gore bitkinin yapraklarindaki lipid peroksidasyonu,
tiobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) miktar dlgiilerek belirlenmistir. iki
absorbans degerlerinde (532 nm ve 600 nm) olgiilen sonuglara gore TBARS
konsantrasyonu ol¢iilmiistiir. Ger¢ek TBARS miktarini, 532 nm’de ve 600 nm’de
hesaplanan absorbansin sonuglarini spesifik olmayan turbiditeden ¢ikartilarak
belirledik. TBARS miktarini hesaplamak igin ekstinksiyon katsayisin1 155 mM™

cm? olarak aldik.
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2.6.2. Enzim Aktivite Analizleri ve Antioksidan Enzim Ekstraksiyonu

Proteaz aktivitesinin minimum seviyede olmasi i¢in bu asamadaki biitiin
islemler 4°C’de uygulanmuistir. Enzim ve protein ekstraktlarinin hazir hale
getirilmesi i¢in ilk olarak; 0,1 gr yaprak numunesi sivi azot beraberinde ezilerek
toz hale getirilmistir. Hemen ardindan 0,5 ml ekstraksiyon tamponunu, (2 mM
ditioeritritiol (DTT), 1 mM fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF), 0,1 mM
etilendiamintetraasetikasit (EDTA), 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 0,2% (v/v) Triton-
X100 homojenize edilmistir. Homojenizasyon tamponunda DTT yerine %2 (w/v)
PVPP kullandik ve 5 mM askorbik asit ekledik ve boylece askorbat peroksidaz
aktivitesinin analizi yapilmistir. Homojenizasyondan sonra numuneler, 10000 g
igeriginde 5 dakika siiresince santrifiij edilmistir. Bu olaylardan sonra da elde
ettigimiz siipernatantlar protein miktarlarinin ve enzim aktivitelerinin tayininde
kullanilmigtir. Analizleri yapim asamalarinda numunelerin kendilerini yineleyip
donarak ¢6ziilmesinin 6niine gegmek icin de elde edilen siipernatantlar ayri ayri

ependorflara paylastirilmustir.

2.6.3. Protein Miktarimn Tayini

Protein miktar tayinin Bradford (1976)‘ a gore belirledik. Hesaplama asidik
sartlar altinda Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteine baglandiginda
renginin kirmizi1 veya yesil formundan mavi rengine doniismesiyle olmaktadir.
Kirmiz1 ya da yesilden doniisen mavi rengin olusumu 595 nm’de hesaplanmistir.
Standart format olarak da Bovine serum albumin (BSA) kullanilmistir. Standart
aralik 0,02 ile 0,2 mg/ml arasinda belirlenmistir. Bitkinin ekstraktlarinin protein

miktarlarini da bu buldugumuz standart ile karsilastirip hesaplama yapilmuistir.

2.6.4. Bitki Yapraklarinda Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT (EC 1.11.1.6)) aktivitesi, hidrojen peroksitinin
stiptiriilmesinin 240 nm'de absorbansinda yol agtigi indirgenmenin izlenmesi ile
Bergmeyer (1970)'in elde ettigi verilerden elde edilmistir. %3 H,O, ve 0.1 mM
EDTA igeren 50 mM sodyum fosfat (pH 7,0) tamponu bize reaksiyon karigimini
verir. Bu enzimin, 1 mg toplam protein basina 1 dakikada siiptirdiigii umol H,0,

icerigi, 1 U (umol H,0, mg protein™ min™) olarak elde edilmistir.
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2.6.5. Bitki Yapraklarinda Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesinin

Belirlenmesi

Peroksidaz (POX (EC 1.11.1.7)) aktivitesi, Herzog ve Fahimi (1973)
verilerine gore belirlenmistir. Yontem hakkinda bilgi verecek olursak, reaksiyon
karisimindaki 3,3'-diaminobenzidine-tetra hidroklorid dihidrat (DAB)’1in H0,’yi
stipiirmek i¢in ekstrakttaki peroksidazlar tarafindan substrat olarak kullanilmasi ve
bununla beraber renk goriilmesinin hesaplanmasina dayanmaktadir. Reaksiyon
karisiminin igerigi: DAB, %0,6 H,O, ve %0,1 (w/v) jelatin igceren 150 mM
sodyum fosfat sitrat tamponundan olusur (belirlenen pH: 4,4). 465 nanometredeki
absorbans ol¢iimii 3 dakika boyunca gozlemlenistir. Enzimin, 1 mg toplam
protein basina 1 dakikada oksitledigi DAB miktarini, 1 U (umol DAB mg protein®

! min™) olarak él¢iilmiistiir.

2.6.6. Bitki Yapraklarinda Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim

Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX (EC 1.11.1.11)) aktivitesi Nakano and Asada
(1981) verilerine gore belirlenmistir. Olgiimiin ana temas1, 290 nanometredeki
absorbansin askorbat peroksidazin oksitlenmesine bagli olarak azalmasinin
gbzlemlenmesine dayanir. 0,1 mM H202, 0,1 mM EDTA ve 0,5 mM askorbat
iceren 50 mM potasyum fosfat tamponu reaksiyonundan elde ettigimiz karigimdir
(pH 7,0). Ekstinksiyon katsays1 2,8 mM™ cm™ kullanilarak oksitlenen askorbat
miktart elde edilmistir. Enzimin 29. dakikanin sonundaki 1 mg toplam protein
basmna oksitledigi askorbat miktarmi, 1 U (umol askorbat mg protein™ min™)

olarak elde edilmistir.

2.6.7. Bitki Yapraklarinda Antioksidant Enzimlerin izoenzim Tayini

Numunelerden elde ettigimiz protein ekstraktlart denaturasyona neden
olmayan sartlarda (SDS icermeyen) poliakrilamid jel elektroforezinde (Native-
PAGE) ayrilmis ve boyama islemi de enzimlere 6zel boyama soliisyonuyla
yapilmistir. Numunelerin hazirlanma asamasinda aktivite analizlerinde kullanilan
ekstraksiyon prosediirii esas almmistir. Bu prosediir, Laemmli (1970)'nin

verilerine gore Native-PAGE SDS kullanilmadan elde edilmistir. Ornekler, Jeller
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Vilbert Lourmat jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve sonrasinda Bio-

Capt yazilimi kullanilarak bant yogunluklar: da analiz edilmistir.

2.6.8. Bitki Yapraklarinda Siiperoksit Dismutaz (SOD) izoenzim
Tayini

Numuneler ve %4’ liik hizalama (stacking) jeli igerisinde ve %12.5 lik
ayirma  (separating) jelinde elektroforetik ayrima maruz birakilmistir.
Kuyucuklarin herbirine ¢imlenen ve ¢imlenmeyen embriyolar i¢in sirasiyla 20 pg
ve 40 ug protein yiikklemesi yapilmistir. Beauchamp ve Fridovich’in (1971)
bulgularina gére SOD boyamasi, nitrobluetetrazolium (NBT) ve riboflavin
boyasiyla tayin edilmistir. Bu boyalardan riboflavin, isikla birlikte siiperoksit
anyonu (Oy) iiretme oOzelligine sahip oldugu ve bu iretilen Oz, NBT'yi
oksitleyerek mavi-mor renginde formazan olusumuna neden olmaktadir.
Boyamanin prensibinde, jel lizerindek SOD’un lokalize olmus bolgelerde NBT
oksitlenmesinin yikimi sonucunda beyaz bantlarin belirginlesmesiyle olur. Jeller
60 dk. karanlik alanda ve boya karisimina birakildiktan belirli bir siire 151k altinda

calkalanarak bantlarin olugmasi beklenmistir.

Vitoria et al. (2001)” in verilerinden yola ¢ikarak, SOD’un izoenzim tipleri
boya soliisyonlarina inhibitorler eklenerek elde edilmistir. Cu/ZnSOD inhibisyonu
icin Cu/ZnSOD, 2 mM KCN ve FeSOD inhibisyonu iginde 3 mM H;0;
kullanildi. MnSOD aktivitesinde her iki inhibitorden de etkilenme

gerceklesmemistir.

2.6.9. Bitki Yapraklarinda Peroksidaz (POX) izoenzim Tayini

Proteinlerin ayrimi ig¢in %4’ lik hizalama ve %10' luk ayirma jelinden
yararlanilmistir. Her kuyucuga 20 pg protein yiiklemesi yapilmistir. Seevers et al.
(1971)” in verilerine gére POX izoenzimlerinin boyanmasi yapilmistir. %3 H,0;
ve 1.3 mM DAB igeren 200 mM sodyum asetat tampon (pH 5.0), boya
soliisyonunu olusturur. Boyama islemi, DAB’in oksitlenmesi ve kahverengi
bantlarinda olusmasiyla peroksidaz enzimlerinin bulundugu bolgelerde
gerceklesmektedir. Verilerden elde edilen jeller %7’ lik asetik asitte kalict hale

getirilmistir.
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2.6.10. Bitki Yapraklarinda H,O, Miktar1 Tayini

H20, miktar1 baz1 degisiklikler yapilarak Cheeseman (2006)’nin yontemine
gore saptanmustir. Standart H,O, analizinde 25 mM H,SO, (Siilfirik asit) i¢inde;
250 uM ferrous amonyum siilfat (Amonyum demir(ll) sulfat heksahidrat), 100
uM D-Sorbitol, ve 100 pM xylenol orange c¢oziildiiglinii bilmekteyiz. Bu
yontemde ic¢inde ferrous amonium sulphate/xylenol orange bulunan eFOX
tamponuna %1 etil alkol (EtOH) katilmistir. Analizde kullanilacak numuneler
analize kadar siv1 azot igerisindeki kaplarda korunmustur. Eger numuneler, -20 °C
veya -80 °C derecede saklanirsa H,0O, iceriginde kisa siirede hemen hemen %60
seviyelerinde kayiplar goriilebilmektedir (Cheeseman, 2006). 0,1 g yaprak
numunesi sivi azot ile toz haline getirilip sonra soguk asetonla (-20 °C)
hazirlanan 25 mM H,SO, ile de homojenizasyonu saglanmistir. Homojenatlar
4000 g’ de 4 °C’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde ettigimiz siipernatanttan 50
ul alinip, dstiine 1 ml Ol¢iisinde eFOX tamponu koyulmustur. Elde edilen
karisitmi en az 15 dakika bekletip; 550 ve 800 nm dalga boylarindaki
absorbanslart  ol¢iilmiistiir. Sonuglar1  ise  absorbanslarin  farki  alinarak

hesaplanmustir.

2.6.11.Gen ifadesinin Belirlenmesi

0,1 gr ornekten RNA izolasyonu, QIAGEN RNAasy kit ile iireticinin
talimatlarina uygun olarak gercgeklestirilmistir. cDNA sentezi Applied Biosystems
RNA-to-cDNA kit kullanilarak talimatlara uygun olarak yapilmistir. PCR karigimi
(20 ul), esit miktarda cDNA ile SYBR Green Master Mix kullanilarak
hazirlanmistir. Kullaniln primerlerin tablosu Sekil 2.2°de verilmistir. Kantitatif
PCR ise 95 «:C 10 dk., 45 dongii (95 <C 15sn., 60 =:C 15sn, 72 &C 30 sn), 72
:C 10 dk. olarak gergeklestirilmistir.
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AtAOX1a F:CTG GAC CAC GTTTGT TC

AtAOX1la R:ACACCC CAATAGCTCG

AtAOX1b F: GAT GAT GAG TCG TCG CT

AtAOX1b R:CCACCGCTAGATCCTT

AtAOX1c F: CAC TAC ATTACT CCGTCG

AtAOX1c R:CTT CAC GCC CCAATAACTA

AtAOX1d F: TAC CGC ACTCTT CGAC

AtAOX1d R: GGC TGG TTATTC CCACT

AIPTOX F: CCA GTG GAG AGG AGT TGA AGA

AIPTOXR:AGATTTTCT ATT ACTGGT CTT CGA G

AIGPX1 F: GTC TCC GGT AAC CAA AAATG

AtGPX1 R: GAC GAG AAA GGT TGC TGA GG

AIGPX2 F: AAA CTG CGT TGG GAC AGG

AIGPX2 R: CCC ATG AAA AGA CATCGAATAC

AtGPX3 F: GGG TCA ATC AGC GAG CTAC

AtGPX3 R: CGA TGG CGA AGA AGG GTATC

AIGPX4 F: GGG AAA GTC CTC CTC ATC GTC

AtGPX4 R: GTG CCG GGC TCC TGG TAT A

AtGPX5 F: CAA AAC GCT GCACCAGTC

AIGPX5 R: GAC CAT CTT TGC CGA CCA AG

AIGPX6 F: GCT CTT TGG AGA CGG CAT TA

AtGPX6 R: AGG TGA GGT AGT TGG TGC GA

AtGPX7 F: TCG GCC CAT CAT TGAGAT TC

AIGPX7R:CTG CAG CCC TTG CAT AGAC

AIGPX8 F: GAA AGG CAA ATG GGG AAT C

AtGPX8 R:CAG CTT GAC CGTTITTGTC

ABIF:GGACTGCTTTCATCTGGC TTIG T

AtBI R: GAT AGA TGC AGA GCC ACC AAAGA

AINACO089 F: ACT GGG AAA GAG CGT GAT GT

AINACO089 R: TGG TGC CTT CTG ACT TGT AC

AtRBOHD F: ATT ACA AGC ACC AAACCAG

AIRBOHD R: TTC TCC GAC CAT CTC ACTA

AtRBOHF F: TCA CAA ATC AAC GAC GAG AGT T

AtRBOHF R: CCC ATC TTC ATT CTT GTC CA

AtACT8 F: TCAGCACTTTCCAGCAGATG

AtACT8 R: ATGCCTGGACCTGCTTCAT

Sekil 2.2 Caligmada kullanilan primerler
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3. BULGULAR

3.1. Enzim ve izoenzim Aktiviteleri

3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

UV ve UV+melatonin uygulanan bitkilerde kontrol grubuna kiyasla hem 90.
hem de 180. dakikada diisiisler gézlenmistir. Uygulamanin 90. dakikasinda alinan
orneklerden yapilan analizler sonucunda; UV90 grubunda K90 grubuna
oranla %7,5 azalma gozlenmektedir. Sadece melatonin uygulanan M90 grubunda
ise, kontrole gore %17,4’liik bir azalma gézlenmistir. Hem UV hem de melatonin

uygulanan UVM90 grubunda ise kontrole oranla %10’luk bir azalma gériilmiistiir.

180.dakikada alinan Orneklerden yapilan analiz sonucunda, UV180
grubunda K180 grubuna gore %11,4’lik bir azalma gozlenmektedir. Sadece
melatonin uygulanan M180 grubunda ise, kontrole gore %13’liikk bir azalma
gozlenmistir. Hem UV hem de melatonin uygulamasinin 180. dakikasinda ise
UVM180 grubunda kontrole kiyasla gergeklesen azalma istatistiksel olarak
onemli degildir. (Sekil 3.1)

Std. K-90 UV-90 M-90 UVM-90 K-180 UV-180 M-180 UVM-180

Sekil 3.1 Uygulama yapilan gruplardaki SOD izozim aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama
gruplari: 90 dk Kontrol (K), 90dk Ultraviyole (UV), 90 dk Melatonin (M), 90dk Ultraviyole +
Melatonin (UVM), 180dk Kontrol (K), 180dk Ultraviyole (UV), 180 dk Melatonin (M), 180dk
Ultraviyole + Melatonin (UVM),. Her kuyucuk 100 pg/ pl protein igermektedir. Std: 1 U bovine
karacigeri SOD standarti.
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3.1.2. Peroksidaz (POX) Aktivitesi

90 dakikalik ve 180 dakikalik Kontrol, Ultraviyole, Melatonin ve
Ultraviyole + Melatonin gruplarinda POX aktivitesinde kontrol grubuna
istatistiksel olarak birbirlerine kiyasla farkli degisimler olmustur. Her iki Kontrol
gruplarinin kendi aralarindaki kiyaslamaya gore sadece 90 dakika ultraviyole
uygulanan UV90 grubunda %11,1’lik bir artis gosterirken bu oran 180 dakika
ultraviyole uygulanan UV180 grubunda ise %135’lik bir artis olarak
hesaplanmistir. Sadece melatonin uygulanan M90 grubunda ise K90 grubuna gore
%7’1ik bir azalma gosterirken, sadece melatonin uygulanan M180 grubunun K180
grubuna oranlar %52,7°1ik bir artiy yaptig1 goézlenmektedir. Sadece ultraviyole
uygulanan gruplar1 kendi uygulama siireleri arasindaki kontrol gruplarina yapilan
kiyaslamada UVM90 ve UVMI80 gruplart K90 ve K180 gruplarina oranla
sirastyla %16,1°1lik ve %57,8’1lik bir artis kaydedilmistir. (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Uygulama yapilan gruplardaki toplam POX aktivitesi. Uygulama gruplari: 90 dk
Kontrol (K), 90dk Ultraviyole (UV), 90 dk Melatonin (M), 90dk Ultraviyole + Melatonin (UVM),
180dk Kontrol (K), 180dk Ultraviyole (UV), 180 dk Melatonin (M), 180dk Ultraviyole +
Melatonin (UVM), (p<0.05).
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Katalaz (CAT) Aktivitesi ve Izozim Deseni

CAT aktivitesi, UV stresi sirasinda, 90 dakikalik ve 180 dakikalik
uygulamalarin her ikisinde de kontrol gruplarina kiyasla artis gostermistir.
Buna karsin 90 dakikalik sadece melatonin uygulanan M90 ve melatonin +
ultraviyolenin birlikte uygulandigt UVM 90 gruplarinda ise K90 grubuna
oranla sirasiyla %12,4° lik ve %6,8’lik bir azalma oldugu hesaplanmuistir.
Ancak en belirgin artis %20,9’luk artig ile UV90 grubuna aittir. Buna
karsin 180 dakika uygulanan gruplara baktigimizda ise, sadece melatonin
uygulanan M180 grubu kontrole oranla %6,3’likk artis gosterirken,
melatonin + ultraviyolenin birlikte uygulandignt UVMI180 grubunun
kontrole oranla %4,66’lik bir azalma gortilmistiir. (Sekil 3.2).

(6] (o))
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Sekil 3.3 Uygulama yapilan gruplardaki total CAT aktivitesi. Uygulama gruplari: 90 dk Kontrol
(K), 90dk Ultraviyole (UV), 90 dk Melatonin (M), 90dk Ultraviyole + Melatonin (UVM), 180dk
Kontrol (K), 180dk Ultraviyole (UV), 180 dk Melatonin (M), 180dk Ultraviyole + Melatonin

(UVM), (p<0.05).
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Std. K-90 UV-90 M-S0 UVM-90 K-180 UV-180 M-180 UVM-180

Sekil 3.4 Uygulama yapilan gruplardaki total CAT izozim ve total CAT aktiviteleri. Uygulama

gruplart: 90 dk Kontrol (K), 90dk Ultraviyole (UV), 90 dk Melatonin (M), 90dk Ultraviyole +

Melatonin (UVM), 180dk Kontrol (K), 180dk Ultraviyole (UV), 180 dk Melatonin (M), 180dk
Ultraviyole + Melatonin (UVM), (p<0.05).. Her kuyucuk 20pg/ml protein igermektedir. (p<0.05).

3.1.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

APX aktivitesi, sadece ultraviyole uygulanan UV90 ve sadece melatonin
birlikte uygulandigt M90 gruplarinda 90 dakikalik kontrol grubuna kiyasla
sirastyla %77,2°lik ve %79,8’lik ciddi artisin oldugu buna karsin ultraviyole +
melatonin uygulanan UVM90 a gore de %2,53’lik artis hesaplansa da bu deger

istatistiki anlamda anlamsizdir.

Benzer bi¢imde 180 dakikalik uygulamalardaki tiim gruplarin kontrol
grubuna kiyasla ciddi anlamda artiglar goriilmiistiir. Bu oranlar sirastyla UV180
grubunda %175,9’luk, M180 grubunda %52’lik ve UVM180 grbunda ise %14,3
liikk artig olarak hesaplanmugtir. (Sekil 3.5)
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Sekil 3.5 Uygulama yapilan gruplardaki total APX aktivitesi. Uygulama gruplari: 90 dk Kontrol
(K), 90dk Ultraviyole (UV), 90 dk Melatonin (M), 90dk Ultraviyole + Melatonin (UVM), 180dk
Kontrol (K), 180dk Ultraviyole (UV), 180 dk Melatonin (M), 180dk Ultraviyole + Melatonin
(UVM), (p<0.05).

3.1.5. H,O, Miktan

H20, igerigini inceledigimizde, sadece UV uygulanan bitkilerde kontrol
grubuna kiyasla hem 90. hem de 180.dakikada artislar gézlenmistir. Uygulamanin
90.dakikasinda alian 6rneklerden yapilan analizle; UV90 grubunda K90 grubuna
gore %19,3’liik artis gézlenmektedir. Sadece melatonin uygulanan M90 grubunda
ise, kontrole gore yine %3,7’lik bir artis gdzlenmistir. Hem UV hemde melatonin

uygulanan UVM90 grubunda ise kontrole gore %5,9’luk bir azalma goriilmistiir.

180.dakikada alinan Orneklerden yapilan analiz sonucunda, UV180
grubunda K180 grubuna gore %73,5°lik bir artis gozlenmektedir. Benzer sekilde
hem UV hemde melatonin uygulamasimmin 180.dakikasinda ise ~UVMI180
grubunda K180 grubuna oranla % 46,9’luk bir artis goézlenmistir. Buna karsin
sadece melatonin uygulanan M180 grubunda ise, kontrole gore %3,1°lik

gerceklesen azalma istatistiksel olarak 6nemli degildir. (Sekil 3.6)
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Sekil 3.6 Uygulama yapilan gruplardaki H,O, igerikleri. Uygulama gruplart: 90 dk Kontrol (K),
90dk Ultraviyole (UV), 90 dk Melatonin (M), 90dk Ultraviyole + Melatonin (UVM), 180dk
Kontrol (K), 180dk Ultraviyole (UV), 180 dk Melatonin (M), 180dk Ultraviyole + Melatonin

(UVM).
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3.1.6. Lipit Peroksidasyonu

Lipid Peroksidasyon analizinde; 90 dakikalik 6rnekler incelendiginde tiim
gruplardaki bitkilerin, kontrol grubuna kiyasla ciddi diisiisler gézlenmistir. Bu
analiz incelendiginde; UV90 grubunda K90 grubuna gore %12,8’lik, sadece
melatonin uygulanan M90 grubunda K90 grubuna gore %25,6’lik ve hem UV
hemde melatonin uygulanan UVM90 grubunda ise kontrole oranla %26,3’lik

artis gorilmistiir.

180.dakikada alinan 6rneklerden yapilan analiz sonucunda da, tim gruplarin
istatistiksel olarak diisiiste oldugunu gozlemlenmistir. Bu baglamda sirasiyla
ultraviyole uygunan UV180 grubda, melatonin uygulanan M180 grubunda ve hem
ultraviyole hem de melatonin uygulanan UVM180 grubunda K180 grubuna gore
sirastyla %42,3, %36,7 ve %30,7’lik ciddi diisiisler gozlenmektedir. (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Uygulama yapilmis gruplardaki TBARS igerikleri. Uygulama gruplari: 90 dk Kontrol
(K), 90dk Ultraviyole (UV), 90 dk Melatonin (M), 90dk Ultraviyole + Melatonin (UVM), 180dk
Kontrol (K), 180dk Ultraviyole (UV), 180 dk Melatonin (M), 180dk Ultraviyole + Melatonin
(UVM), (p<0.05).

3.1.7. Glutatyon Reduktaz (GR) Aktivitesi

Glutatyon reduktaz analizinde; 90 dakikalik 6rnekler incelendiginde tiim

gruplardaki bitkilerin, kontrol grubuna kiyasla azalmalar gozlenmistir. Bu analiz
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incelendiginde; UV90 grubunda K90 grubuna goére %15,9’1uk, sadece melatonin
uygulanan M90 grubunda K90 grubuna gore %26,5’lik ve hem UV hem de
melatonin uygulanan UVM90 grubunda ise kontrole oranla %23’liik azalmalar

gorilmistir.

Buna karsin 180 dakikalik ornekler incelendiginde ise tiim gruplardaki
bitkilerin, kontrol grubuna kiyasla artiglar gézlenmistir. Bu analiz incelendiginde;
UV180 grubunda K180 grubuna gore %20,3°liik, sadece melatonin uygulanan
M180 grubunda K180 grubuna gore %18,7’lik ve hem UV hem de melatonin
uygulanan UVM180 grubunda ise kontrole oranla %43,7’lik artislar goriilmistiir.
(Sekil 3.8)
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GR (U mg-1 protein)

Sekil 3.8 Uygulama yapilan gruplardaki total GR aktivitesi. Uygulama gruplari: 90 dk Kontrol (K),
90dk Ultraviyole (UV), 90 dk Melatonin (M), 90dk Ultraviyole + Melatonin (UVM),
180dk Kontrol (K), 180dk Ultraviyole (UV), 180 dk Melatonin (M), 180dk Ultraviyole +
Melatonin (UVM), (p<0.05).

3.2. Fy/Fp Oram
Fv/Fm oranlarini inceledigimizde sadece ultraviyole uygulanan gruplar ve

ultraviyole + melatonin uygulanan her iki grup bitkilerde de kontrol gruplarina
kiyasla hem 90. hem de 180.dakikada ciddi diisiisler gozlenmistir. Uygulamanin
90.dakikasinda alinan 6rneklerden yapilan analizler sonucunda; UV90 grubunda
K90 grubuna gore %32,3’lik azalma ve UVM90 grubunda yine K90 grubuna
oranla %24,7°lik azalis gozlenmektedir. Sadece melatonin uygulanan M90

grubunda ise K90 grubuna oranla %17,2’lik bir artis s6z konusudur.
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180.dakikada aliman orneklerden yapilan analiz sonucunda da yine benzer
grafik ortaya ¢ikmistir. UV180 grubunda K180 grubuna goére %34,1°lik azalma
ve UVMI180 grubunda yine K180 grubuna oranla %19,80’lik azalis
gozlenmektedir. Sadece melatonin uygulanan M180 grubunda ise, yine kontrole

oranla %49,8’lik bir artis gdzlemlenmistir.

Buradan yola ¢ikarak UV stres ortaminda yapraklardaki fotosentez oraninin
azaldigin1 ve melatonin ortaminda ise fotosentetik aktiviteyi arttirdigini

sOyleyebiliriz. (Sekil 3.9)
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Sekil 3.9 F\/Fy Uygulama gruplari: 90 dk Kontrol (K), 90dk Ultraviyole (UV), 90 dk Melatonin
(M), 90dk Ultraviyole + Melatonin (UVM), 180dk Kontrol (K), 180dk Ultraviyole (UV), 180 dk
Melatonin (M), 180dk Ultraviyole + Melatonin (UVM).

3.3. Gen ifadesinin Belirlenmesi

3.3.1. Alternatif oksidaz ve Plastid terminal oksidaz iliskili genlerin
ifadeleri
UV uygulamas: ile AtAOXla gen ifadesi 9 kat artmistir. UV+Mel

uygulamasi ile bu artis 6.5 kat olarak belirlenmistir. AtAOX1b gen ifadesi Mel
uygulamasi ile 6 kat artmistir. AtAOX1d gen ifadesi UV uygulamasi ile 2.5 kat
artmig, UV+Mel uygulamasi ile kontrol seviyesine diigsmiistiir. AtPTOX gen
ifadesi UV uygulamasi ile 3 kat artmigtir. UV+Mel uygulamasi ile de 2.8 kat artig

belirlenmistir.
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Sekil 3.10 Alternatif oksidaz ve plastid terminal oksidaz iligkili genlerin ifadeleri.

3.3.2. Glutatyon peroksidaz iliskili genlerin ifadeleri

AtGPX2 gen ifadesi UV+Mel uygulamasi ile 5 kat artmistir. AtGPX7 gen
ifadesi UV uygulamasi ile 140 kat artmigtir. UV+Mel uygulamasi ile de 81 kat
artmistir. Mel uygulamasi bu genin UV stresi altindaki ifadesini azaltmustir.
AtGPX1, 3, 4, 5, 6, 8 gen ifadeleri uygulamalar sonrasinda anlaml bir degisiklige

ugramamislardir.
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Sekil 3.11 Glutatyon peroksidaz iligkili genlerin ifadeleri.
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3.3.3. Programlanmis hiicre 6liimii ile iliskili genlerin ifadeleri

AtBl gen ifadesi anlamli bir degisiklige ugramamistir. AtNACO089 gen

ifadesi UV uygulamasi ile yar1 yartya diismiistiir.
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Sekil 3.12 Programlanmus hiicre 6liimii iliskili genlerin ifadeleri.

3.3.4. ROS sinyallemesi ile iliskili bazi genlerin ifadeleri

AtRBOHD, AtRBOHF ve AtZAT]12 genlerinin ifadeleri anlamli bir degisiklige
ugramamistir.
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Sekil 3.13 ROS sinyallemesi ile iligkili genlerin ifadeleri.
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4.  TARTISMA

Ultraviyole absorbalayan protein, lipid niikleik asit ve bitkisel hormonlari
gibi bilesenlerle etkilesimi sebebiyle UV-B diger abiyotik stresler gibi 6nemli
cevresel bir faktordir (Tevini, 2004). UV-B, DNA molekiiliindeki niikleik
asitlerin yapilarini inhibe eder (Bieza ve Lois 2001). Aminoasitleri hedef aldigi
icin enzim ve proteinlerin yapisini da bozar. Ayrica lipid peroksidayonu ile
membranlarin da yapisim1 bozar (Hightower vd. 1994). Membranlarin yapisi
bozulur ise tasinim engellenir ve bitki hormon yapilar1 da ¢alisamaz hale gelir
(Ros ve Tevini 1995). Ultraviyole absorblayan bilesenlerin akimsal
aktivitelerinden dolay1 fotosentez olumsuz etkilenir (Allen vd. 1998) ve bu
olaylarin sonucunda biiylime ve gelisme negatif bicimde etkilenir. (Qaderi ve

Reid 2005).

Bu karsilik olarak korucu bilesenler tamir mekanizmalarini harekete
gegirerek hiicresel UV-B etkisini en aza indirgemek i¢in calisirlar. Melatonin de
uzun yillardan beri diizenleyici olarak bilinen en iyi antioksidan bilesenlerdendir.
Ornegin; Akdeniz’ in yiiksek bélgelerinde yiiksek UV siddeti altindaki bitkilerin
melaonin igerigi daha diisiik rakimdaki bitkilere oranla melatonin igeriginin daha

yiiksek oldugunu belirtmisglerdir (Tettamanti ve ark.; 2012).

Abiyotik stres kosullarinda yasayan bitkilerde normal kosullarda yasayan
bitkilere oranla i¢sel melatonin orani daha yiiksektir. Ancak yeterli igsel
melatonin iiretemeyen bitkilere ise disaridan melatonin verilme fikri atilmistir.
Ornegin; tuz stresine maruz birakilan Malus hupehensis bitkisine disaridan 0,1
uM melatonin verilmis ve bitkideki POX antioksidan enzim aktivitesinin arttigini
ve bu etki sonucunda hiicre zarindaki hasarin azaldigi ve bu nedenle tuza karsi

toleransin arttig1 belirtilmistir (Li ve ark., 2012).

Bagka bir abiyotik stres olan yiiksek sicaklik stresi altinda biiyiitiilen hryar
bitkilerinde digsaridan melatonin uygulamalari sonucunda serbest radikallerin
miktarinda diisiis yasanmasis olup beraberinde doku elektrik iletkenligi de
azaldigin1 ve buna karsin SOD, CAT, POX gibi enzimatik antioksidanlarin
aktivitelerinde artis gozlemlemislerdir (Xu, 2010). Stres faktorlerinden kurakliki
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tuzululuk ve diisiik sicakliga mariz birakilan bermuda ¢imi (Cynadon dactlyon)
bitkisinde diisiik miktarlarda ROS olustugu ve daha az hiicre yikiminin
gerceklestigini sOylyebiliriz. Ancak buna karsin bu bitkinin agirliginda, niikleik

asit, aminoasit ve seker miktarlarinin arttig1 bilinmektedir (Shi ve ark., 2015).

Benzer baska bir 6rnekte bir hafta siv1 azot igerisinde bekletilen ve 0,1 uM
melatonin uygulanan Rhodiola crenulata bitkisinin kalluslarmin (bitkinin
yaralanan kisimlarindan olusan organize olmamis hiicre toplulugu) canli kalma
ihitmallerinin kontrol grubuna goére daha fazla oldugu sdylenmektedir (Zhao ve

ark. 2011).

Bagka bir ¢calismada UV-B stresine maruz birakilan Vigna raidata’ nin (Mas
fasulyesi) yapraklarindaki olglimler sonucunda ROS tiirlerinin neden oldugu
MDA miktarin1 azalttig1 belirtilmislerdir (Wang ve ark., 2009). Benzer bir
calismada diisiik sicaklikta ¢cimlenen biber fidelerine 50uM melatonin uygulanmis
ve bu bitkinin fidelerindeki MDA birikimi ciddi sekilde azaldig1 tespit edilmistir
(Posmyk ve ark., 2009).

Melatoninin hormon 0zelliginin yaninda ROS ve azot tiirlerini ortam
uzaklastirmasi nedeniyle kuvvetli bir antioksidan oldugu bilinmektedir (Reiter ve
ark., 2001; Tan ve ark., 2007b). Bununla beraber melatonin enzim aktivitelerini
abiyotik stres faktorleri durumda diizenler (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2015;
Reiter ve ark., (2015); Zang ve ark., (2015). Ornek verecek olursak kuraklik stresi
altinda dometesin koklerine 0,1 uM melatonin uygulamasi sonucunda CAT, SOD
ve POX enzim aktiviteleri ve enzimatik olmayan askorbik asit seviyeleri artmustir.
Bunun nedeninin ise membranlardaki zararin indirgenmesi ve dolayisiyla

kurakliga karsi toleransin artmasi olarak tanimlamislardir (Zhao ve ark., 2011).

SOD enzimi oksidatif stres siiresi boyunca bitkilerin antioksidan savunma
mekanizmasinda rol oynayip strese yanit olarak bitkilerde de bu enzimin
aktivitesinin arttirdigim belirtmektedir (Jacoby et al., 2011; Ozgiir et al .,2014;
Yang and Guo, 2017). Ornek vericek olursak; Arabidopsis’te yapilan bir
calismada da tuz stresinin  ardindan SOD aktivitesinin de arttigi

gozlemlenmektedir (Ozgiir et al., 2014).
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Bu ¢alismamizda ise Arabidopsis thaliana model bitkimize disaridan 10 uM
melatoninin uyguladik ve 1 giin beklettikten sonra 90 dakika ve 180 dakikaliklik
periyotlar halinde UV stresine maruz biraktik ve etkilerini inceledik. Bu

baglamda;

H,02’nin 6nemli bir bolimiiniin siiplirilmesinden POX Kloroplastlar ve
sitozolde sorumlu olmustur. Bu bahsetigimiz gorevlerin disinda, biiylime,
gelisme, lignifikasyon ve siiberizasyon gibi siireglerde de 6nemli bir yere sahiptir
diyebiliriz (Asada and Takahasi, 1987). Enzimin aktivitesi ile ilgili olarak; celtik
bitkisinde tuz stresi altinda oldugunda bu durumun arttiginin gézlemlendigi
bilinmektedir (Ozfidan-Konakgi et al., 2014).

CAT enzimi de UV stresiyle beraber hiicrede birikmeye baslayan H,O, nin
peroksizomlarda siipiiriilmesinde 6nemli bir yeri vardir. Yapilan ¢alismalarda her
iki gruba da bakacak olursak; UV stresiyle birlikte CAT aktivitesinin kontrol
gruplarina oranla daha fazla arttig1 belirtilmektedir. Kontrol grubu ile
karsilastiracak olursak, CAT aktivitesinin en yiiksek diizeye 90 dakikalik UV
stresi sonrasinda ulastig1 gozlemlenmistir. Bu durum fotosentez hizinin artmasiyla
beraber, peroksizomda artan fotorespirasyonla da ilgili olabilir. Tiim bu durumlara
karsin her iki ultraviyole + melatonin gruplarinda da kaplardaki kontrol gruplarina

oranla diistis gozlemlenmistir.

APX  enzimini agiklayacak olursak; azaltict kuvvet olarak askorbik asitini
kullanan ve H,0;’nin H,O’ya indirgenmesini saglayan bir enzimdir tanimini
yapabiliriz. Askorbat-glutatyon dongiisii ise hiicrede mitokondri, kloroplast ve
peroksizom gibi organellerde ROS’larin siipiiriilmesinde fazlaca 6nemli yer eden
bir yolaktir (Noctor and Foyer, 1999; Miller et al., 2010). Celtik bitkisinde yapilan
bir gézlemde, tuz stresiyle beraber kontrol bitkilerine gére APX aktivitesinde
belirgin artiglar gozlemlenmistir (Ozfidan-Konake1 et al,, 2014). Baska bir
gozlemde ise, halofitik uzun yillik bir bitki olan puccinellia (Puccinellia
tenuiflora) bitkisinin APX geni Arabidopsis bitkisinde fazla derecede ifade
ettirildiginde, bitkinin yiliksek tuz oranlarima bile katlanabildigi acik¢a ortaya
konmustur (Sofo et al., 2015). Bizim gozlemlerimizde ise, 90 dakikalik ve 180


http://www.efloras.org/florataxon.aspx?flora_id=2&taxon_id=200026128
http://www.efloras.org/florataxon.aspx?flora_id=2&taxon_id=200026128
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dakikalik UV uygulamalarindaki APX miktar1 kontrol gruplarina oranla ciddi artis

goriilmiistiir.

TBARS igerigini inceledigimizde ise, UV uygulanan gruplardaki icerik
artmistir. Melatonin uygulanan gruplar1 inceledigimizde ise kontrol gruplarina
oranla benzer sekilde artis gostermistir. Ancak 90 dakikalik UV-+melatonin
uygulamsinda TBARS igerigi istatistiksel olarak anlamsiz kalirken, 180 dakikalik

UVM uygulamasinda ise kontrol grubuna gore artis gostermektedir.
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S. SONUC

Calismamizin  sonuglarini inceledigimizde disaridan uygulanan 10 puM

melatoninin UV stresine maruz biraktigimiz Arabidopsis thailana bitkisinde strese

kars1 tolerans kazandigini ve daha az zarar goérdiigiinii soyleyebiliriz.

GR, POX ve CAT gibi enzim aktivitelerindeki artis ile birlikte ROS

diizenlenmesi goriilmektedir. UV’ nin hiicrede 6nemli bir ROS kaynagi olmasi

nedeniyle, UV stresi altindaki Arabidopsis bitkisinin melatonin varliginda bitkiyi

tyilestirici etkisini gosterdigini sdyleyebiliriz.

Bu mevcut veriler ve gozlemlere dayanarak;

1-

Bir antioksidan olarak melatoninin ultraviyole 1sinlarina kars1 bitkilerin
toleransini artirdigz;

Melatoninin UV stresi sirasinda antioksidan savunma enzimlerinin
etkinligini diizenledigi,

Melatonin  uygulamalarinin  oksidatif strese karsi  fotosentetik

mekanizmay1 korudugu bulunmustur.
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