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OZET

Capparis ovata Desf. BITKISINDE
KURAKLIK STRESI KOSULLARINDA
ANTIOKSIDANT SAVUNMA SIiSTEMININ INCELENMESI

OZKUR, Ozden

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR
26.03.2010, 55 Sayfa

Bu tezde Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Capparis ovata bitkisinin
kuraklik stresi kosullarinda antioksidant enzim aktivitesi incelenmistir.

Abiyotik stresler igerisinde diinya genelinde iiriin iiretimini sinirlandiran
temel faktor olan kuraklik stresi, diinya ve {ilkemiz i¢in ciddi bir sorun teskil
etmektedir.

Kontrollii kosullarin saglandig: iklimlendirme odalarinda, perlit i¢erisinde
biiylitilen Capparis ovata bitkileri %20’lik PEG 6000 uygulamasi ile kuraklik
stresine maruz birakilmistir. Kontrol ve stres uygulama grubu bitki yapraklarinda
biliylime parametreleri, bagil su igerigi (RWC), klorofil fluoresansi (fotosentetik
verim), lipid peroksidasyonu ve antioksidant enzim aktivitileri i¢in de superoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutasyon reduktaz
(GR), peroksidaz (POX) enzimleri incelenmistir.



VI

Bitkide kuraklik stresi uygulamasi sonrasinda biiytime parametreleri, RWC
ve klorofil fluoresansinda azalma go6zlenirken, lipid peroksidasyonu ve
antioksidant enzim aktivitelerinde ise artiy gdzlenmistir. Bu sonuglar, Capparis
ovata bitkisinin kuraklik stresine toleransli olmasi ve strese karsi gelistirdigi

adaptasyon mekanizmalari olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Capparis ovata, kuraklik stresi, antioksidant enzimler.
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ABSTRACT

ANTIOXIDANT DEFENCE SYSTEM IN Capparis ovata Desf. PLANTS
UNDER DROUGHT STRESS

OZKUR, Ozden

PhD in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR
03.26.2010, 55 pages

The subject of this thesis is the investigation of enzymatic
antioxidant defense system of Capparis ovata plant which grows naturally in
Turkey under drought stress. Among abiotic stresses, drought stress, which is the
main limiting factor of plant productivity in the world, is an important problem
both for our country and the world.

Capparis ovata plants were grown in pots filled with perlite under
controlled conditions. These plants were exposed to drought stress with treatment
of 20% PEG 6000. Growth parameters, relative water content (RWC), chlorophyll
fluoresence, lipid peroxidation and activities of antioxidant enzymes such as
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX),
glutathione reductase (GR) and peroxidase (POX) were studied in the leaves of
both control and drought stress applied plants.
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After the drought stress application, a decrease in the growth parameters,
RWC and chlorophyll fluoresence of the plants was observed. However, an
increase in lipid peroxidation and antioxidant enzyme activities of the same plants
was detected. These results demonstrate that Capparis ovata is a drought resistant

plant and evolved adaptation mechanims against drought stres.

Keywords: Capparis ovata, drought stress, antioxidant enzymes.
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1. GIRIS

Kapari (Capparis L.) Capparaceae familyasi iiyesi bir bitkidir ve
Tiirk¢e’de gebere, kapari, kebere, keditirnag: gibi farkli isimlerle de bilinmektedir
(Ozcan vd., 2004; Dursun vd., 2005). Capparaceae ailesinde en 6nemli cins
kaparidir ve diinyanin tropikal ve subtropikal bolgelerinde yaygin olarak
bulunmaktadir (Sessiz vd., 2007).

Cronquist (1968) sistemine gore Kapari bitkisinin smiflandirilmasi
sOyledir:

Classis: Magnoliopsida

Subclass: Dilleniidae

Ordo: Capparales

Fam: Capparaceae (Kebere otugiller)

Gen: Capparis L. (Kebere)

Kapari bitkileri kiiclik c¢aliliklardir ve boylar1 1m’ye kadar
uzayabilmektedir. Cok yillik bu bitki, derin koklere sahiptir, genellikle dikenli ve
tiiylii yapidadir (Francis, 2004; Dursun vd., 2005). Kaparinin yar1 odunsu yapidaki
govdesi ¢ok sayida dalli olup, bazi tiirlerinde stipiiller diken formunu almistir
(Arslan ve Soyler, 1999; Coske vd., 2005). Kaparinin koyu renkli yapraklari
yuvarlak veya oval sekilli, kenarlar1 diiz ve yiizeyi tiiylii olabilmektedir (Akgiil,
1996; Kara vd., 1996; Coske vd., 2005). Kaparinin biiylik, gosterisli, beyaz veya
pembe renkli olabilen ¢igekleri senelik siirglinlerde meydana gelmektedir.
Ciceklerde dort adet ¢anak yaprak, dort adet ta¢ yaprak ile ¢ok sayida erkek organ
ve bir adet disi organ bulunmaktadir. Erkek organin flamentleri altta beyaz, uca
dogru acik pembe veya koyu viyola renkli olabilmektedir. Yumurtalik iist
durumlu ve tek gozliidiir (Arslan ve Soyler, 1999; Coske vd., 2005).

Kapari bitkisi eski caglardan beri diinyada g¢esitli amaclarla kiiltive
edilmektedir. Kapari bitkisinin farkli kisimlar1 ilag, gida ve kozmetikte
kullanilmaktadir (Ozcan, 1998; Baytop, 1999; Dursun vd., 2005). Kaparinin
kokleri, meyveleri, c¢icek filizleri ve yapraklar1 tibbi amach olarak
kullanilmaktadir (Sessiz vd., 2007). Bitkinin ¢i¢cek tomurcuklar1 antioksidant bir
iriin Ozelligini tasimakta ve icerdigi bazi kimyasal maddeler viicutta bulunan
kanserli hiicreleri baski altina almaktadir. Ayn1 zamanda viicudun maruz kaldig:

kanserojen maddelerin zararli etkilerini de engellemektedir. Uluslararas1 Kanser



Aragtirma Enstitiisii’nde yapilan incelemeler kapari ekstraktlarinin antitimor
aktivite yetenegine sahip oldugunu goéstermistir (Anonim, 1997; Coske vd., 2005).
Kaparinin olgunlasmamis ¢icek tomurcuklari salamura yada konserve yapiminda
kullanilir ve bu nedenle ticari 6neme de sahiptir. Yar1 olgun meyveler ve kiigiik
yaprakli geng govdeler de ayn1 zamanda baharat ve sos olarak kullanilmak tizere
salamura yapilmaktadir (Alkire, 2003; Dursun vd., 2005). Bununla birlikte kapari
cicek tomurcuklart mevsimsel yiyecek olarak da tiiketilmektedir.

Kapari bitki ve meyveleri onemli bir protein kaynagi olarak kabul
edilmektedir. Yenilebilir 100g kapari meyvesinin kuru maddesi 24,01g protein,
9mg demir, 65mg fosfor ve 67mg kalsiyum igerdigi i¢in insan diyetinde onemli
bir yer tutmaktadir (Toncer, 1999; Sessiz vd., 2007). Bitki tohumlar1 protein, yag
ve lif bakimindan zengindir. Kaparinin tohum yag1 yiiksek miktarda oleik ve
linoleik asit i¢cermektedir. Bu nedenle tohumlar besin olarak cesitli formlarda
kullanilabilmektedir (Akgiil ve Ozcan, 1999; Dursun vd., 2005). Kapari bitkileri
ayni zamanda bahg¢e diizenlenmesi, erozyon kontrolii ve hayvan beslenmesinde de
kullanilmaktadir (Ozcan, 1998; Baytop 1999; Dursun vd., 2005).

Kapari tohumdan ve vejetatif celikleme ile yetistirilmektedir (Alkire,
2003; Dursun vd., 2005). Kaparinin belli tiirleri ve varyeteleri 6zellikle Akdeniz
bolgesinde kiiltive edilmektedir ve son 50 yil icerisinde Italya ve Ispanya’da
onemli ekonomik bir bitki konumuna gelmistir (Ozcan ve Akgiil, 1998; Dursun
vd., 2005).

Diinya tizerinde 350 tiirii bulunan Kapari, Tiirkiye florasinda iki tiir ile
temsil edilmektedir. Bu tiirler Capparis spinosa ve Capparis ovata’dir (Ozdemir,
1993; Davis, 1999). Bu tiirlerin dikey dagilimi1 da oldukca ilgingtir. Capparis
spinosa bitkisi genellikle deniz seviyesinde bulunur ve buradan en fazla 200-
300m rakima kadar c¢ikabilmektedir. Capparis ovata bitkisi ise, 250-300m’den
baslayarak Tiirkiye’nin kuzey dogusunda 1500-1600m’ye kadar yayilig
gostermektedir (Ozdemir, 1993). Capparis spinosa, 2.5m’ye kadar ulasan
yiikselici ¢ali goriiniislinde bitkilerdir. Bitki tiiysiizdiir, yalnizca yeni siirgiinlerin
uc¢ kisimlarinda tiiyliiliik géze carpmaktadir. Cigekler tek tek bulunur, gosterisli ve
giizel goriiniisliidiir (Ozdemir, 1993). Capparis ovata bitkileri, C. spinosa’ya gore
daha yatik bitkilerdir ve genellikle yerde yuvarlak kiimeler seklinde
bulunmaktadir. Bazen 20-30cm yukariya dogru biiyiliyen filizleri vardir. Bitki



tiiylidiir, 6zellikle yeni siirgiinler daha tiiyli yapidadir. Gosterisli ve giizel
goriiniislii ¢igekleri tek tek bulunmaktadir (Ozdemir, 1993).

Kapari bitkisi Tiirkiye’de yaygin bir bigimde yabani olarak yetismektedir.
Kaparinin 6zellikle ¢icek tomurcuklarina uluslararas: yiiksek talep oldugu igin,
son yillarda Tiirkiye’de ticari bir iirlin olarak yetistirilmeye baslanmistir (Dursun
vd., 2005). Toplanan toplam kapari yaklasgik 4000 ton’dur ve tamami ihrag
edilmektedir (Sessiz vd., 2007). Ulkemizde kapari ihracati 1990 yilindan bu yana
yapilmaktadir. Ulkemize kazandirdig1 dis ticaret gelirinin 2003 y1li itibari ile 24,5
milyon dolar oldugu disiiniildiiglinde bu bitkinin 6nemi daha da
belirginlesmektedir (Anonim, 2004; Sat vd., 2006).

Kapari bitkilerine ait farkli kisimlarimin fiziksel, tibbi, aromatik ve
kimyasal Ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilan calismalar halen devam
etmektedir (Rodrigo et al., 1992; Inocencio et al., 2001; Cala vd., 2002; Ozcan
vd., 2004 ; Dursun vd., 2005). Capparis ovata bitkisinin gen¢ govde, cicek
filizleri, meyve ve tohum gibi tiim kisimlar yiiksek miktarda Ca, K, Mg, Na, P ve
Zn icermektedir.

Cesitli Capparis tir ve varyetelerinin degisik organlarinda protein,
mineral, yag, vitamin, alkaloid, flavonoid, glikosinolat, polifenol gibi farkl
gruplardan birgok kimyasal bilesik bulunmaktadir. Bunlardan 06zellikle
flavonoidler ve glikosinolatlar bitkinin tibbi ve aromatik etkilerini saglayan ana
bilesenleri olusturmaktadirlar (Akgiil, 1996; Sat vd., 2006). Glikosinolatlar amino
asit (alanin, 16sin, izoldsin, valin, tirozin, fenilalanin ve triptofan) tiirevli ikincil
metabolitlerdir. Aglikan zincirindeki fakliliklara gore; alifatik, indol ve aromatik
glikosinolatlar olarak 3 grupta smiflandirilirlar (Rask et al., 2000). Bu
glikosinolatlara O6rnek olarak glikobrassin, glikokaparin, sinalbin, sinigrin ve
progoitrin verilebilir. Glikosinolatlar kiikiirt igceren glikositlerin bir grubunu
olusturmaktadirlar ve ayn1 zamanda azot ve kiikiirt kaynagi olarak da fonksiyon
gostermektedirler. Glikosinolatlar Capparales ordosuna ait tiirlerde yaygin olarak
bulunmaktadirlar (Fahey et al., 2001; Kiddle et al., 2001; Bor vd., 2009). Bitkide
meydana gelen glikosinolat miktarlar1 tiire, doku tipine, fizyolojik yasa, mevsime,
yetistigi iklime ve bitki sagligina bagli olarak degisiklik gostermektedir (ROTa
and Rodrigues, 2001; Rangkadilok vd., 2002; Ozkur vd., 2007). Glikosinolat
konsantrasyonu treme dokularinda vejetatif dokulara gore daha yiiksek

miktarlarda bulunmaktadir (Bennett vd., 2004; Ozkur vd., 2007). Glikosinolat



hidroliz {iriinleri bitki savunma sisteminde, Ozellikle de c¢esitli bocek ve
mikroorganizmalara kars1 bitki savunmasinda énemli rol oynamaktadir (Husebye
et al., 2002; Bor vd., 2009). Zarar gérmemis bitki dokularindaki glikosinolatlar
toksik degildir, ancak bitki her hangi bir saldirtya maruz kaldiginda miROTinaz
enzimi ile etkilesime girerek parcalanirlar. MiROTinaz enzimi (tiyoglikosid
glikohidrolaz EC 3.2.1.147) tarafindan hidrolizlenen glikosinolatlar, aglikan ve D-
glikoz iirlinlerine parcalanmaktadirlar (Van Eylen et al., 2006; Bor vd., 2009).
Glikosinolat-miROTinaz sistemi olarak tanimlanan bu mekanizmada,
normal kosullarda miROTinaz enzimi ve bu enzimin substrat1 olan glikosinolat
bitki hiicrelerinde farkli kisimlarda bulunur, stres kosullar1 olustugunda ise enzim
ve substrat bir araya gelerek hidroliz iiriinlerini meydana getirmektedirler (Van
Eylen et al., 2006; Bor vd., 2009). Glikosinolatlarin hidrolizi sonrasinda olusan
izotiyosiyonat, nitril, tiyosiyonat ve epitiyonitril gibi irilinler; bitkilerde
biliyiimenin diizenlenmesinde, azot ve kiikiirt metabolizmasinda, fitopatojenlere ve
boceklere karst savunma mekanizmalarinda rol oynamaktadir (Bones and
ROTsiter, 1996). Bu metabolik yol bitkilerde, mantarlarda, herbivor boceklerde
bulunmakta ve bir ¢ok biyolojik aktiviteyi etkilemektedir. Glikosinolatlarin;
fungisidal, bakteriyosidal, nematosidal gibi biyosidal aktivitelerinin yani1 sira
allopatik ve kanser onleyici 6zellikleri de ¢ok uzun siiredir bilinmektedir.
Kaparide tiim bitkide oOzellikle de ¢igek tomurcuklarinda bulunan
glikokaparin, doku pargalandiginda glikohidrolazlarin etkisiyle D-glikoz ve 6zgiin
aromay1 veren metil izotiyosiyanata ayrilmaktadir. Kapari, keskin istah agic1 bir
tada ve acili, kendine 6zgii bir aromaya sahiptir. Kaparinin gii¢lii tad1 hardal yag:
olan ve glikokapparin molekiillerinden salmman metil izotiyosiyanattan
gelmektedir. Bu nedenle tadi hardal ve karabibere benzer olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica kaparinin aroma profilini olusturan bilesikler arasinda
elementer kiikiirt, izobiitil izotiyosiyanat ve sildo-oktasiklosiilfiir bugiine dek
gidalarda hemen hi¢ rastlanmamig bilesikler olarak bilinmektedir (Brevard vd.,
1992; Sat vd., 2006). C. spinosa ve C. ovata mmn baslica yag asitleri
incelendiginde 6nemli miktarda linoleik, oleik, ve palmitik asit bulunmustur
(Ozcan, 1998; Sat vd., 2006). Son zamanlarda glikosinolat parcalanma iiriinlerinin
potansiyel antikanserojenik etkileri ¢cok ilgi cekmektedir. Kemirgenlerde ve hiicre
kiiltiir sistemlerinde yapilan ¢esitli calismalar, glikosinolat ve izotiyosiyonatlarin

karsinojenleri dnleyerek baskilayici ajan gibi rol oynadiklarini géstermektedir. Bu



sekilde hiicresel proliferasyon engellenerek, apoptozis uyarilmaktadir (Mithen,
2001).

Genel olarak bitkiler kuraklik, tuzluluk, ytiksek ve diisiik sicaklik, yogun
151tk ve asirt karbondioksit (CO;) yada ozon gibi cevresel streslere maruz
kaldiklarinda canliliklarimi korumak ve biiyiimeyi siirdiirmek ig¢in fizyolojik,
metabolik ve savunma sistemlerini aktive etmektedirler. Abiyotik strese duyarlilik
ve tolerans oldukca kompleks bir sistemdir. Abiyotik stres diinya genelinde iiriin
kaybinin baglica nedenini olusturmaktadir, temel {iriinlerin ortalama veriminin
%350’den fazlasinin kaybina neden olmaktadir (Boyer, 1982; Bray et al., 2000;
Valliyodan and Nguyen, 2006). Diren¢ mekanizmasi ile iligkili olan bitki
ozellikleri birden fazla genin kontrolii altindadir ve bu nedenle deneysel anlamda
kontrol edilmeleri olduk¢a zordur. Transkriptomik, proteomik ve gen ekspresyon
caligmalari, genellikle iki temel grup altinda siniflandirilan, cesitli streslerle iligkili
transkriptlerin ve proteinlerin kontroliinii ve aktivasyonunu tanimlamaktadirlar.
Bunlardan birinci grup hiicre sinyal mekanizmasi ve transkripsiyonel kontrolii
kapsar, diger grup ise membran korunumundaki ozmoprotektanlar, antioksidantlar
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) siiptiiriiciileri gibi fonksiyon gostermektedir
(Valliyodan and Nguyen, 2006).

Abiyotik stresler icerisinde kuraklik, diinya genelinde tarimsal iiretimi
sinirlandiran temel faktordiir. Genellikle kuraklik olarak bilinen su eksikligi,
bitkinin normal olarak biiyiiyebilmesi ve yasam dongiisii tamamlayabilmesi igin
gerekli olan nemin bulunmamasi durumu olarak tanimlanmaktadir. Yeterli nemin
olmamasindan kaynaklanan kuraklik stresi yagislarin diizensiz oldugu ve
sulamanin zay1f oldugu bolgelerde yaygindir (Sircelj ve ark., 2007). Diger 6nemli
enerji kaynaklarinin bir ¢ogu gibi su kaynaklar1 da, hizla artan niifus ve artan
tilketim talebi sebebiyle kit kaynak haline gelmistir. Ayrica degisen iklimsel
faktorler ve buna bagli gelisen kosullar da bu durumu etkilemektedir.

Bitkilerin ¢esitli gelisim basamaklarinda kisithh su ortamlarina maruz
kalmalar1, farkli fizyolojik ve gelisim evrelerini aktive etmektedir. Kuraklik
stresinin algilanmasi, iletilmesi ve toleransinin temel biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmalarinin anlasilmasi biyolojide hala temel bir sorun durumundadir.
Genel olarak abiyotik streslere tolerans olduk¢a kompleks bir sistemdir. Ciinkii
stres faktorleri ile bitki biiylime ve gelisimini etkileyen c¢esitli molekiiler,

biyokimyasal ve fizyolojik olaymn arasinda olduk¢a karmasik etkiler mevcuttur



(Razmjoo et al., 2008; Jaleel et al., 2009). Kuraklik toleransi da kompleks bir
ozelliktir ve toleransh tiirlerin transgenik {iretimi i¢in ilgin¢ bir inceleme alani
olusturmaktadir (Valliyodan and Nguyen, 2006). Kuraklik stresine tolerans hemen
hemen tiim bitkilerde goriiliir fakat tiirden tiire farklilik gostermektedir (Jaleel et
al., 2007).

Gelistirilmis kuraklik toleransi i¢in bitki hiicrelerini dogrudan koruyan gen
yada transkripsiyon faktorleri ile sinyal faktorlerinin anlagilmasi iizerine gesitli
aragtirmalar yapilmaktadir (Valliyodan and Nguyen, 2006). Bitkilerin kuraklik
stresine yanitlart strese maruz kalma siliresine ve stres siddetine gore
degisebilecegi gibi bitki tiirline ve bitkinin gelisim basamagina gore de ¢esitlilik
gostermektedir (Chaves et al., 2002; Jaleel et al., 2008b; Jaleel et al., 2009).
Kuraklik stresi bitki biiylimesinin baglangic asamasinda hem uzamayi1 hem de
genislemeyi engelleyerek onemli bir sinirlayict faktor olarak rol oynamaktadir
(Anjum et al., 2003a; Bhatt & Srinivasa Rao, 2005; Kusaka et al., 2005; Shao et
al., 2008; Jaleel et al., 2009). Kuraklik dogal ve zirai alanlarda ozmotik etki
olusturarak, biiylime inhibisyonundan, hiicrenin ozmotik potansiyelini arttirici
baz1 toksik olmayan bilesiklerin sentezine kadar bircok cevabi uyarabilmekte ve
bu sekilde bazi antioksidant enzimlerin aktivitelerinin siirekliligini saglamaktadir
(Tirkan vd., 2005).

Su kullanim uygunlugu, bitki biiyiimesi, fotosentez ve bitki iiretkenligi
siirlayan en onemli faktordiir (Boyer, 1982; Ingram and Bartels, 1996; Heerden
et al., 2007). Kuraklik stresi diinyanin bir ¢ok bdlgesinde bitki verimliligini
kisitlamaktadir (Chebab et al., 2009). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bir ¢ok
bitkinin biliylime oraninin dogrudan topraktaki suyun kullanilabilirlik oranina
bagli oldugunu gostermektedir (Kamel and Loser, 1995; Chebab et al., 2009). Su
kitligr bitkide fotosentezden, protein sentezine ve eriyik birikimine kadar ¢esitlilik
gosteren bircok biyokimyasal ve fizyolojik siireci etkilemektedir (Hu and
Schmidhalter, 1998; Chebab et al., 2009).

Kuraklik stresinin neden oldugu stoma kapanmasi, CO, fiksasyonunu
sinirlandirr ve Kalvin dongiisii tarafindan iiretilen NADPyi azaltir (Satoh et al.,
1998; Tiirkan vd., 2005). Bu elverissiz kosullar elektronlarin molekiiler oksijene
aktartmin1 hizlandirarak H,O; (hidrojen peroksit), O, (sliperoksit), 20, (tek
degerlikli oksijen) ve OH (hidroksil) radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) aktivasyon oranim1 arttirmaktadir. Bu sitotoksik ROT lipidlerin,



proteinlerin ve niikleik asitlerin oksidatif hasara ugramalarina neden olmaktadir.
Diisiik miktardaki ROT normal metabolizma ile yok edilebilmektedir (Fridovich,
1986; Rabinowitch, 1983; Tiirkan vd., 2005). Bitki dokularindaki oksidatif hasar
enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar tarafindan baskilanmaktadir. -
karoten, a-tokoferol, askorbat, glutatyon ile siiperoksit dismutaz (SOD),
peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT) ve glutatyon
reduktaz (GR) enzimleri bu mekanizma igerisinde yer almaktadir (Halliwell,
1987; Asada, 1992; Tiirkan vd., 2005).

Antioksidan enzimler igerisinde siiperoksit dismutaz (SOD) baslica Oy
stipiirticiisiidiir. SOD enzimi aktif bolgesindeki metal kofaktorlere gore farkli
sekillerde tanimlanmaktadir (Fe-SOD, Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD). Mantarlarda ve
hayvanlarda yalnizca Cu/Zn-SOD ve Mn-SOD bulunurken, bazi bitki tiirlerinde
ve bakterilerde ii¢ izoenzim tipi de bulunmaktadir (Bowler et al., 1992). Bitkilerde
SOD izoenzimleri farkli hiicre bélmelerde yer alir. Fe-SOD plastitlerde, Mn-SOD
mitokondri ve peroksizomlarda, Cu/Zn-SOD kloroplast, sitoplazma ve
hiicrelerarasi boslukta bulunur (Bowler et al., 1992). SOD’un enzimatik
reaksiyonu sonucu H202 ve O2 olusur (Bowler et al., 1992; Seckin ve ark., 2010).
Olusan H202’in hiicreye zarar vermemesi i¢in hemen ortamdan uzaklastirilmasi
gereklidir. Ciinkii H202 belirli metal iyonlar1 ve selatlarin varliginda yiiksek
derecede reaktif OH radikalini olusturur. Bu nedenle H202 katalaz (CAT) enzimi
yada askorbat-glutatyon dongiisiinde askorbati elektron vericisi olarak kullanan
askorbat peroksidaz (APX) enzimi tarafindan hizlica H20’a indirgenir (Mathur et
al., 2009). Bu reaksiyon sonucu okside olan askorbat (monodehidro askorbat),
monodehidro askorbat rediiktaz (MDAR) enzimi ile yeniden askorbata cevrilir.
Monodehidro askorbat bir radikal oldugu icin hizli bir sekilde askorbat ve
dehidroaskorbata indirgenmesi gereklidir. Dehidroaskorbat (DHA) ve indirgenmis
glutasyon (GSH) dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi ile okside glutasyon
(GSSG) ve askorbata cevrilir. GSSG, elektron donorii olarak NADPH’yi
kullanarak glutatyon reduktaz (GR) enzimi araciligi ile indirgenmis glutasyona
dontisiir (Apel and Hirt, 2004). Yapilan ¢alismalar antioksidan enzim aktivitesi ile
abiyotik streslere kargi gelistirilen bitki toleransi1 arasindaki iliskiyi isaret
etmektedir.

Kuraklik stresi siiresince bitkilerin fotosentetik kapasiteyi devam ettirme

yetenekleri ve suyun geri alinimi sonrasi fotosentezin hizla geri kazanilmasi



bitkilerin kurak ortamlara adaptasyonunda onemli bir role sahiptir. Ek olarak,
kuraklik stresi genellikle fotosentezi dogrudan yada dolayli etkileyerek bitki
biiytimesini 6nemli derecede azaltmaktadir. Bu nedenle, kuraklik stresi boyunca
fotoasimilatlarin iiretimi ve tiiketiminin kisitlanmasi, hem yaprakta hem de tim
bitkide seker dagilimimi degistirmektedir (Chaves, 1991; Chebab et al., 2009).
Bitkilerin karbohidrat icerigindeki degisimler kuraklik stresinin siiresine ve
sikligina bagli olarak cesitlilik gdsterse de c¢oziinebilir sekerlerin birikimi ile
nisastadaki azalma kuraklik stresi siiresince sikca gozlenen degisimler arasinda
yer almaktadir (DaMatta et al., 1997; Pelleschi et al., 1997; Vu et al., 1998; Basu
et al., 1999; Chebab et al., 2009). Karbon dagilimindaki bdyle bir degisimin
ozmotik diizenlemeye katkida bulunabilecegi de diisiintilmektedir (Lawlor and
Cornic, 2002; Chebab et al., 2009).

Kuraklik stresine cevapta farkli bitki tiirlerinde, cesitli fiziksel ve
biyokimyasal degisimlerin oldugu tespit edilmistir. Protein sentezindeki degisim
ve azalma, onemli bir metabolik siire¢ olarak kuraklik tolenrasini etkilemektedir
(Chandler and Pobertson, 1994; Ouvroral et al., 1996; Jiang and Huang, 2002).
Kuraklik stresi stliresince proteinlerde nitel ve nicel seviyelerde degisimler oldugu
bilinmektedir (Riccardi et al., 1998; Jiang and Huang, 2002). Kuraklik uyariml
proteinlerin birikimi ve su kithigmma fizyolojik adaptasyon arasindaki iligkiyi
aydinlatmaya yonelik calismalar halen devam etmektedir (Bray, 1993; Han and
Kermode, 1996; Riccardi et al., 1998; Jiang and Huang, 2002). Turgor kaybi,
membran akigskanligi ve membran kompozisyonundaki degisimler, eriyik madde
konsantrasyonundaki degisimler ve protein-protein ve protein-lipid etkilesiminin
dahil oldugu hiicresel seviyedeki fizyolojik ve biyokimyasal degisimler, kuraklik
stresi ile iligkili siire¢lerdir (Chaves et al., 2003; Valliyodan and Nguyen, 2006).

Bitki dokular1 dehidrasyondan kacginarak, dehidrasyonu tolere ederek, yada
her ikisini de kullanarak kuraklik stresi siiresince turgoru koruyabilmektedir
(Kramer, 1995; Valliyodan and Nguyen, 2006). Stres direncinin bu mekanizmalar1
kok kalinligi, koklerin toprak tabakalarina sikica niifuz etme yetenegi ve kok
derinligi ile hacmi gibi gelisimsel ve morfolojik Ozellikler tarafindan kontrol
edilmektedir (Pathan, 2004; Valliyodan and Nguyen, 2006). Ornegin kok kalmlhig
gibi temel fenotipik o6zellikler, stres kosullarinin yoklugunda da korunmaktadir.

Bunun yami sira, ozmotik diizenleme ve dehidrasyon toleras:t gibi adaptasyon



Ozellikleri su kithgina cevapta artmaktadir (Serraj, 2002; Valliyodan and Nguyen,
2006).

Fotosentetik aktivitenin azalmasi, organik asit ve ozmolitlerin birikmesi,
karbohidrat metabolizmasindaki degisim kuraklik stresine fizyolojik ve
biyokimyasal cevapta karakteristik Ozellikler olarak bilinmektedir. Fotosentetik
enzimlerin aktivitelerinin azalmasi ve stoma kapanmasi gibi birbiriyle iliskili
olaylardan dolay1 fotosentetik aktivite azalmaktadir. Ozmolitlerin yada uygun
eriyiklerin, ozmoprotektanlarin sentezi bitkilerin su kitligina kars1 adaptasyonlari
icin gelistirdikleri mekanizmalardan biridir. Ozmotik denge ajani olarak rol
oynayan bu molekiiller, kuraklik stresine cevapta bitki hiicrelerinde birikmekte ve
stres ortaya ¢iktiktan sonra parcalanmaktadir (Tabaeizadeh, 1998; Valliyodan and
Nguyen, 2006). Bu molekiiller ozmoprotektanlar, amino asitler, polihidrik
alkoller, kuaterner amonyum ve tersiyer siilfat bilesiklerini icermektedirler
(Rontein, 2002; Valliyodan and Nguyen, 2006). Daha onceki calismalar kurak
kosullar altinda polihidroksil bilesiklerinin hidroksil gruplar1 ile membran
fosfolipidlerinin polar baglari arasinda hidrojen bagi olusturabildigini ve bu
hidrofobik etkilesimler membran biitiinligli i¢in 6nem tagimakta oldugunu
gostermektedir (Chaves et al., 2003; Crowe et al., 1998; Hincha et al., 2002;
Villadsen et al., 2005; Valliyodan and Nguyen, 2006). Kuraklik stresi toleransinda
gorevli transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonu dikotiledon ve monokotiledonlar
arasinda korunmustur. Kuraklik toleras: ile iligkili g¢esitli genler belirlenmis
olmasina ragmen, sadece ¢ok az stres direncli transgenik bitki tarla denemelerinde
degerlendirilebilmektedir (Valliyodan and Nguyen, 2006).

Diinya genelinde artis gosteren ve yasamu kisitlayici 6zelliklere sahip olan
kuraklik stresinin, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde anlasilmasi, kuraklik
stresine kars1 gelistirilen koruma mekanizmalarinin aydinlatilmasinin literatiir
acisindan onemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir. Bitkilerin stres altinda
gelistirdikleri yanit ve adaptasyon mekanizmalarinin kullanilarak biyoteknolojik
stireclerle iiriin gelistirmek bitkilerin kurakliga toleransinin arttirilmasinda ve bu
sekilde ekonomik yararlar elde edilmesinde ©Onem tasimaktadir. Bitkilerin
gelistirmis olduklart bu uyum mekanizmalar1 kullanilarak 1slah edilecek kiiltiir
bitkileri artan niifusun gereksinimlerine de yanit verecek, ekonomik kayiplarin
onemli miktarda engellenmesine fayda saglayacaktir. Calismamizda bu konular

g0z Oniline alinarak kapari bitkisinin kuraklik stresi kosullar1 altinda c¢esitli
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biiyiime ve fizyolojik parametrelerinin incelenmesinin yani sira, tolerans
mekanizmasinda antioksidant enzimlerden SOD, APX, POX, GR ve CAT’in
roliiniin anlasilmas1 amaclanmistir. Dogal kosullarda kurak ortama iyi uyum
saglamig bir bitki olmasi nedeniyle Capparis ovata kuraklik toleransi ile ilgili
yanitlarin calisilmasinda iyi bir model olarak distiniilmektedir. Bu baglamda
calismamizdan elde edilen sonuclarin fizyoloji alanindaki temel bilgilerimize

onemli katki saglayacagini ongérmekteyiz.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Bitki Materyali

Bu c¢alismada bitki materyali olarak Capparaceae tamilyasina ait Capparis
ovata bitkisi kullanildi. Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Menemen, izmir’den
alman bitki govde celikleri 20x30cm Olciilerindeki saksilara, iri taneli perlite
ekildi. Bitkiler kontrollii sartlarin saglandig: iklimlendirme odalarinda yetistirildi;
16 saat aydihk / 8 saat karanhk (350 pmol m™s™ 1sik siddetinde), 22/27°C
sicaklik, % 60-70 nem kosullarinin saglandig1 fotoperiyot kullanildi. Cimlenme
sonras1 fideler 1/2 oraminda seyreltilmis Hoagland soliisyonu ile sulandi. 35
giinlik bitki fidelerine kuraklik stresi i¢in Polietilen glikol (PEG) 6000
uygulamasina baslanildi. 9%20’lik PEG, Hoagland soliisyonuna ilave edilerek -
0.81 MPa ozmotik potansiyele esdeger uygulama yapildi. Kontrol ve uygulama
grubu fideleri sirasiyla, 2 giinliik periyotlarla, Hoagland soliisyonu ve %20’lik

PEG igeren Hoagland soliisyonu ile sulandi.

Sekil 2.1. Perlit ortaminda yetistirilen Capparis ovata bitkisi goriiniimleri.

2.2. Bilyiime Parametreleri

0., 7. ve 14. giinlerde, rastgele segilen 20 adet bitkinin biiylime
parametreleri Ol¢iildii. Yapraklarin yas agirliklart (g) tartildiktan sonra, kuru
agirhik (g) 6lgiimleri i¢in 72 saat 70°C’de etiivde kurutuldu ve daha sonra kuru
agirliklar tartildi.
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2.3. Bagil Su I¢erigi (RWC)

Stres uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerinde kontrol ve PEG uygulama
grubundaki bitkilerden, yaklasik olarak es boyutlarda 10 adet yaprak ornegi
alinarak yas agirliklar1 6l¢iildii. Daha sonra yapraklar 5 saat boyunca 15 ml de-
iyonize su bulunan petrilerde bekletilerek turgorlu hale geg¢meleri saglandi. Bu
siire sonunda turgorlu yapraklar 72 saat siireyle 70°C’de etiivde kurutularak, kuru
agirliklan tartildi. Her gruba ait yaprak orneklerinin bagil su icerigi asagidaki

formiile gore % olarak hesaplandi.

Bagil su igerigi (%) = [(Yas agirlik — Kuru agirlik) / (Turgorlu agirlik — Kuru
agirlik)] x100

2.4. Klorofil Fluoresansi (Fotosentetik Verim)

Stres uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerinde kontrol ve PEG uygulama
grubundaki bitkilerden, rastgele segilen 6 adet yaprak ornegi alinarak fotosentetik
verim Hansatech marka Plant Efficiency Analyser cihazi ile 6lgiildii. Olgiim
yapilan her bitkinin Fo (deg8isken olmayan bazal klorofil fluoresansi), Fv
(degisken fluoresans), Fm (maksimum fluoresans induksiyonu) ve Fv/Fm oranlar

belirlendi.

2.5. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, thiobarbiitrik asit (TBAR) reaksiyonu sonucu
olusan malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi yontemine gore yapildi
(Madhavara et al. 2000). Her gruptan 1’er g yas yaprak 6rnegi, trikloroasetik asit
(TCA) ile homojenize edildi. Santrifiij sonrasi slipernatanta TCA ve TBAR igeren
reaksiyon karisimi ilave edildi. Ornekler, 1 saat siire ile 95 'C’de su banyosunda
bekletildi ve bu siire sonunda tekrar santrifiij edildi. 532 ve 600 nm’de absorbans
degerleri alindi ve MDA konsantrasyonu ekstinksiyon katsayisindan
yararlanilarak hesaplandi ( € = 155 mM™' cm™)ve nmol g yas agirlik™’ olarak ifade

edildi.
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2.6. Total Protein ve Antioksidant Enzim Aktivite Analizleri icin

Orneklerin Hazirlanmasi

Denemenin 0, 7 ve 14. giinlerinde kontrol ve PEG uygulama gruplarindan
alinan taze yaprak ornekleri enzim analizlerinde kullanilmak tizere hasat sonrasi
hemen sivi azotta donduruldu ve -20°C’de saklandi. 1 g yaprak 6rnekleri 1mM
EDTA ve %2 (w/v) PVPP (polivinil polipirolidin) i¢eren, 3 mL 0.005 M Na fosfat
tamponunda (pH 7.8) homojenize edildi. Homojenat 13000 g’de +4C’de 40
dakika siireyle santifirujlendi. Siipernatant kisim enzim aktivitesi ve protein
igeriginin belirlenmesinde kullanildi. Tim analizler +4C’de gergeklestirildi.
Enzim ekstratlarinin toplam ¢6ziiniir protein igerigi BSA (Bovine Serum
Albumine) standart1 (0,02-0,2 mg mL™") kullamlarak Bradford’a (1976) gore
belirlendi.  Tiim  spektrofotometrik  analizler =~ Shimadzu  (UV-1600)

spektrofotometre cihazi ile gerceklestirildi.

2.6.1. Siiperoksit Dismutaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesi, Beauchamp ve Fridovic
(1971) tarafindan belirtilen yonteme gore yapildi. Yontem, 560 nm’de nitroblue
tetrazoliumun (NBT) fotokimyasal indirgenmesinin 6rnekte bulunan SOD enzimi
tarafindan inhibe edilmesine dayanir. Reaksiyon karisimi, 50 mM Na-fosfat
tamponu (Ph 7.8), 33 uM NBT, 10 mM L-Methionine, 0,66 mM EDTA ve 0.0033
mM Riboflavin igerir. Silipernatant uygun miktarda seyreltildi ve reaksiyon
karisimi (3ml) ilave edildi. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in bu karisim, 10 dakika
300 pmol'm™s™ 151k siddeti altinda, oda sicakliginda bekletildi. Bu siire sonunda
orneklerin absorbans degerleri alindi. Enzim aktivitesi, NBT’nin % 50
inhibisyonu icin gerekli SOD miktar1 olarak 1 enzim iinitesi olarak hesaplandi.

Spesifik enzim aktivitesi, enzim {initesi mg protein olarak belirtildi.

2.6.2. Peroksidaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz (POX) enziminin aktivitesi, Herzog ve Fahimi’ye (1973) gore
yapildi. Seyreltilen orneklere, % 50 w/v jelatin ve 0.15 M Na-fosfat-sitrat
tamponu iceren, DAB (diaminobezidin-tetrahidroklorid dihidrat) ¢ozeltisi ve %
0.6 H,O, eklendi. 465 nm’de absorbans degisimi 3 dk gozlendi. 1 enzim iinitesi
dakikada tiiketilen p,tmol'lml'l H,0, miktar1 olarak hesaplandi. Spesifik enzim

aktivitesi, enzim {initesi mg protein olarak belirtildi.
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2.6.3. Katalaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz (CAT) enziminin aktivite analizi, Bergmeyer (1970)’e gore
yapildi. 240 nm’de H,O,’in tiiketilmesi 3 dk siire ile izlendi. Reaksiyon karigimi
0.05 M Na-fosfat tamponu (pH 7.0), % 3 H,O, ve 1 mM EDTA igerir. Dakikada
tikketilen pmol H,O, miktar1 1 enzim {nitesi olarak saptandi. Spesifik enzim

aktivitesi, enzim {initesi mg protein olarak belirtildi.

2.6.4. Askorbat Peroksidaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APOX) enziminin aktivitesi, Nakano ve Asada (1981)
yontemine gore yapildi. Yontem, Ornekteki enzim tarafindan askorbat okside
edildikce, 290nm’deki absorbans diisiisiiniin belirlenmesine dayanmaktadir.
Reaksiyon karigimi, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7.0), 0.5 mM askorbat, 0.1
mM EDTA Na, ve 1.2 mM H,O, igerir. Seyreltilen 6rneklere reaksiyon karigimi
ilave edilerek, reaksiyon 3 dakika siiresince izlendi. Okside olan askorbat miktari
ekstinksiyon katsayisindan (€ = 2.8 mM™ cm™) hesaplandi. 1 enzim {initesi,
dakikada okside olan askorbat (umol ml") miktaridir. Spesifik enzim aktivitesi,

enzim tinitesi mg protein™ olarak belirtildi.

2.6.5. Glutasyon Rediiktaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutasyon rediiktaz (GR) enziminin aktivitesi, Foyer ve Halliwell (1976)
metoduna gore gergeklestirildi. Reaksiyon sirasinda NADPH varliginda, 3 dk siire
ile tiiketilen okside glutasyonun miktarindaki azalma, absorbans (340 nm) diisiisti
izlenerek tespit edildi. Indirgenen glutasyon (GSSG) diizeyi ekstinksiyon
katsayisindan (€ = 6.2 mM™' ¢cm™) hesapland:. 1 enzim iinitesi dakikada okside
olan glutasyon (umol ml™") miktaridir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim iinitesi mg

protein” olarak belirtildi.

2.7. Elektroforez Analizleri

2.7.1. Antioksidant enzimlerin aktivite jel elektroforezleri

Elektroforez analizleri i¢in, PEG uygulamasimin 0., 7. ve 14. giinlerinde
alman ve sivi azotta dondurularak, analiz giiniine kadar -20'C’de saklanan

Capparis ovata bitkilerine ait yapraklar kullanildi. Bu yapraklardan 1’er g tartildi
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ve Ornekler ImM EDTA ve %2 (w/v) PVPP iceren, 3ml pH 7.8’lik 0.05 M Na-
Fosfat tamponu ile 4'C’de homojenize edildi. Elde edilen homojenat 4'C’de
13000 g’de 40 dakika stire ile santrifiij yapildi. Siipernatant alind1 ve iizerine 1:1
(v/v) oraninda 0.125 M Tris-Cl, %20 v/v gliserol eklendi. Antioksidant enzimlerin
aktivite jelleri Laemmli (1970)’e gore yapildi. Jeller Laemmli (1970)’e gore
belirtilen regetelere gore hazirlandi sadece jellere (ayirma, yiikleme jelleri) ve
yiirlitme tamponuna SDS eklenmedi. Bunun yani sira, jel yiizdeleri, literatiirde
onerildigine gore her enzim i¢in farkli kullanildi; SOD ve POX enzimleri igin
%10’luk, APX ve GR i¢in %12.5’1lik, CAT i¢in %7’lik. Yiirlitme islemi, Hoefer
SE 600-15-1.5 dikey elektroforez aparati ve Pharmacia EPS-1001 gii¢ kaynagi
kullanilarak gergeklestirildi. Yiiriitme kosullari, tim enzimler i¢in +4°C’de
sogutma saglanarak, 3 saat siire ile 30mA’lik sabit akim olarak diizenlendi.
Elektroforez sonrasinda, her bir enzim i¢in literatiir tarafindan onerilen boyama
yontemleri kullanilarak, enzimler belirlendi. Jellerin fotograflar1 c¢ekilerek

incelenmeleri tamamlandi.

2.7.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

SOD izoenzimlerinin elektroforetik ayrimi i¢in 6rnekler (50 ug protein)
Laemmli (1970)’ye gore denatiire olmayan (SDS icermeyen) poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) ne tabi tutuldu. Elektroforetik ayrim 4°C’de SDS igcermeyen
%12’1lik poliakrilamid minijelde yiritiildii. SOD izoenzimlerinin belirlenmesi
Beauchamp and Fridovich (1971)’e gore nitroblue tetrazolium boyamasiyla
yapildi ve 0Ozel inhibitérler kullanilarak SOD’un 3 tipi MnSOD, FeSOD ve
Cu/ZnSOD tespit edildi. SOD izoenzimleri 2 mM KCN yada 5 mM H,0, igeren
50 mM’lik potasyum fosfat tamponunda (pH 7.8), 25 °C’de, 30 dakika inkiibe
edilerek farklilastrildi.

2.7.1.2. Peroksidaz (POX) enzimi

POX enzimi Seevers (1971)’e gore incelendi. 0.2 M sodyum asetat tamponu
(pH 5) %0.03 benzidin, %3 H,O, iceren boya c¢ozeltisinde bekletilen jeller,
kahverengi-kizil bantlar belirdikten sonra fiksatif ¢ozeltiye (% 7 asetik asit) alindi
ve fotograflari ¢ekildi.
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2.7.1.3. Katalaz (CAT) enzimi

CAT enzimi i¢in Wayne et al.(1986)’da tanimlanan demir-siyanit boyama
yontemi kullanildi. Elektroforez sonrasinda jeller 3 kez ddH,O ile yikandiktan
sonra 10 dakika %0.003’liik H,O, ¢ozeltisinde bekletildi. Bu islem sonrasinda,
ddH,O ile yikanan jeller, % 2 potasyum demir-siyanit ve %2 demir-klorid i¢eren
boya ¢ozeltisine alindi. Bantlar gozlendikten sonra ddH,O ile yikanan jellerin

fotograflar1 ¢ekildi.

2.7.1.4. Askorbat peroksidaz (APX) enzimi
APX izoenzimleri Mittler and Zilinkas (1993)’a gore denatiire olmayan
PAGE’de 4°C’de %10’luk gliserol iceren %7.5’luk poliakrilamid minijellerde
tespit edildi. Ornekler (50 pg protein) yiiklenmeden 6nce jeller 4°C’de 30 dakika
stireyle 2mM askorbat igeren tampona tabi tutuldu. Elektroforez jelleri 20 dakika
siireyle 2mM askorbat iceren 50mM’lik potasyum fosfat soliisyonu (pH 7.0)’nda
inkiibe edildikten sonra 20 dakika siireyle 2mM H,O, ve 4mM askorbat iceren
50mM potasyum fosfat soliisyonuna aktarildi. Jeller 1 dakika siireyle yikandiktan
sonra 10-20 siireyle 2,5 mM NBT ve 28 mM TEMED igeren 50mM potasyum
fosfat tamponunda (pH 7.8) 1s1k altinda bekletildi.
Jeller %7’lik asetik asit sollisyonuna tabi tutuldu ve Vilber-Loumart Gel
Imager System and software programme (Vilber-Loumart Biotechnologies,

France) analiz edildi.

2.7.1.5. Glutasyon rediiktaz (GR) enzimi

GR enziminin belirlenmesinde, Foyer et al. (1991)’de kullanilan yontem
kullanildi. Elektroforez sonrasinda jeller, 10 dakika siire ile 4 mM GSSG, 1.5 mM
NADPH ve 2 mM 5°,5’-dithiobis (2-nitrobenzoik) asit iceren 0.25 M Tris-HCI
tamponunda (pH 8.4) bekletildi. Bantlar gozlendikten sonra fotograflar ¢ekildi.

2.8. istatiksel Analizler

Yapilan tiim analizlerin istatiksel agidan anlamli olabilmesi ve giivenirligi
icin birbirinden bagimsiz 2 deneme serisi kuruldu. Bu serilere ait ornekler ile
yapilan enzimatik ve miktar belirlenmesine dayanan tiim olgiimler 3’er tekrarl

yapildi (n=6). Elde edilen veriler Tek Yonlii Varyans Analizi (One-way ANOVA)
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ile analiz edildi ve ortalamalar arasindaki farkliliklar Lowest Standard Deviations
(LSD) test ile karsilastirildi. Klorofil fliloresans: gibi tekrarlamali dl¢timlerde ise
veriler Iki Yénlii Varyans Analizi (Two-way ANOVA) ile analiz edildi. P<0,05
olan degerler istatiksel bakimdan anlamli kabul edildi. Istatiksel analizler SPSS
programi (standart versiyon 10.0) ile gerceklestirildi. Biitiin sekillerdeki hata
cubuklart ortalama + hata (S.H.)’y1 gostermekte olup ve c¢izelgelerde degerler

ortalama + S.H. seklinde verildi.
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3. SONUCLAR

3.1. Biiyiime Parametreleri

Capparis ovata bitkisine %20’lik PEG (polietilenglikol) 6000 uygulamasi
sonucu olusturulan kuraklik stresi 0., 7. ve 14. giinlerde alinan 6rneklerde genel
olarak yaprak yas ve kuru agirliginda azalmaya neden oldu. Bu durum kuraklik
stresinin bliylimeyi inhibe ettigini gostermektedir.

Capparis ovata bitkisinde 7. ve 14. giinlerde alinan yaprak orneklerinde
yas agirhigin sirastyla %21 ve %23 oraninda azaldigi, kuru agirhigin ise yine

sirastyla %28 ve %34 oraninda azaldig1 gozlendi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1. Capparis ovata bitkisinde deneme periyodunda (0, 7. ve 14. giinlerde) PEG
uygulamasinin bagil su igerigi, fotosentetik verim (Fv/Fm) ve yaprak yas agirlik ve kuru
agirlik (g) biiyiime parametreleri iizerine etkileri. SD temelli + anlamu yag ve kuru agirlik
icin (n=12) ve RWC ve fotosentetik verim i¢in (n=6). Standart sapma p<0,05.

RWC % Fv/Fm Yas agirhik (g) | Kuru Agirhk (g)
Kontrol 0 | 83,13+2,78 | 0,86+ 0,011 | 0,0872 + 0,015 | 0,0182 + 0,003
Kontrol 7 | 83,71 +2,22 | 0,86+ 0,011 | 0,1140 + 0,005 | 0,0202 + 0,004
PEG 7 75,96 £2,44 | 0,84 £ 0,006 | 0,0898 +0,009 | 0,0145+0,010
Kontrol 14 | 84,02+ 1,14 | 0,85+ 0,008 | 0,1487 £ 0,012 | 0,0220 + 0,002
PEG 14 76,29 +£2,30 | 0,83 £0,042 | 0,1148 + 0,004 | 0,0146 + 0,003

3.2. Bagil Su Icerigi (RWC)

Kuraklik stresinin etkisini belirlemek i¢in incelenen bagil su igerigi
(RWC), 14 giinliik PEG 6000 uygulamas1 siiresince Capparis ovata bitkisinin
yapraklarinda azalma gdsterdi. RWC oranindaki bu azalma uygulamanin 7. ve 14.

giinlerinde yaklagik %8 olarak kaydedildi (Cizelge 3.1).

3.3. Klorofil Fluoresansi (Fotosentetik Verim)
PEG 6000 uygulamasimmin 7. ve 14. giinlerinde Capparis ovata bitkisi
yapraklarinda fotosentetik verimi gosteren Fv/Fm degerleri sirasiyla %2.90 ve

%2.59 oraninda azalma gosterdi (Cizelge 3.1).

3.4. Lipid Peroksidasyonu
Capparis ovata bitkisi kontrol grubu bitkilerinde 14. giinde lipid

peroksidasyonu miktarinda artiy gozlendi, bu artisin biiyiimeye bagli oldugu



19

diistiniilmektedir. PEG 6000 uygulama gruplarinda ise 7. ve 14. giinlerde lipid

peroksidasyonu seviyelerinde sirastyla 1.5 ve 2 kat artis gozlendi (Cizelge 3.2,

Sekil 3.1).

Cizelge 3.2. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinin lipid peroksidasyonuna

(MDA igerigine) etkisi.

Gruplar 0.giin 7.giin 14.giin
Kontrol | 13,68 +0.5 | 15,74+0,7 | 18,97+ 0,3
PEG 24,77+ 0,5 | 40,52+ 0,8
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Sekil 3.1. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasmin lipid peroksidasyonuna
Siitunlar iizerindeki ayni harfler ayni tiir iginde istatiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (p<0,05). Siitunlardaki hata ¢ubuklar
ortalama standart & hatayi (S.E.) gostermektedir.

(MDA igerigine) etkisi.

3.5. Antioksidant Enzim Aktivite Analizleri
3.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) Enzim Aktivitesinin

Belirlenmesi

PEG 6000 uygulamasi sonucu toplam SOD aktivitesinde artis gozlendi.

Kuraklik uygulamasinin 7. ve 14. giinlerinde Capparis ovata bitkisi yapraklarinda

SOD aktivitesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla 1.7 ve 1.8 kat artig
gosterdi (Cizelge 3.3, Sekil 3.2).

Cizelge 3.3. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinmn 0., 7. ve 14. gilinlerde

SOD enzim aktivitesi Gizerine etkisi.

Gruplar 0.giin 7.giin 14.giin
Kontrol | 459+ 1,87 | 65,18+ 1,73 | 74,97 5,01
PEG 112,27+ 6,98 | 137,15+ 6,40
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Sekil 3.2. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerde SOD
enzim aktivitesi iizerine etkisi. Siitunlar iizerindeki aym harfler ayn tiir i¢inde istatiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (p<0,05). Siitunlardaki hata ¢ubuklar
ortalama standart + hatay1 (S.E.) gostermektedir.

3.5.2. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
PEG 6000 uygulamas1 Capparis ovata bitkisi yapraklarinda toplam CAT
aktivitesini arttirdig1 gozlendi. Kuraklik stresi uygulama gruplarinda 7. ve 14.

giinlerde CAT aktivitesi 1.5 kat artig gosterdi (Cizelge 3.4, Sekil 3.3).

Cizelge 3.4. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerde

CAT enzim aktivitesi tizerine etkisi.

Gruplar 0.giin 7.giin 14.giin
Kontrol | 38,39 +1.50 | 41,58+ 1,65 | 44,38 1,45
PEG 59,61 +£2,50 | 60,81 £ 3,80
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Sekil 3.3. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerde CAT
enzim aktivitesi lizerine etkisi. Siitunlar iizerindeki ayni harfler ayni tiir i¢inde istatiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (p<0,05). Siitunlardaki hata gubuklart
ortalama standart & hatayi (S.E.) gostermektedir.
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3.5.3. Askorbat Peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) Enziminin Aktivite

Tayini

APX aktivitesi kontrol gruplarinda degisiklik gostermedi. PEG 6000

uygulama gruplarinda ise 7. ve 14. gilinlerde kontrol gruplar ile kiyaslandiginda

APX aktivitesi sirastyla 5 kat ve 4 kat artis gosterdi (Cizelge 3.5, Sekil 3.4).

Cizelge 3.5. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasimin 0., 7. ve 14. giinlerde

APX enzim aktivitesi tizerine etkisi.

Gruplar 0.giin 7.giin 14.giin
Kontrol | 0,58 +£0.05 | 0,73 +0,05 | 0,90 0,02
PEG 3,37+0,05 | 3,85+0,18
5
"=
-a 4 . d
e c
St
2
oo 3
g
E 2
g
z 1 a a ab
: M M
: .,
< Kontrol O Kontrol 7 Peg 7 Kontrol 14 Peg 14

Sekil 3.4. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerde APX
enzim aktivitesi iizerine etkisi. Stitunlar tizerindeki ayni harfler ayni tiir i¢inde istatiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (p<0,05). Siitunlardaki hata gubuklari
ortalama standart + hatay1 (S.E.) gostermektedir.

3.5.4. Glutasyon Reduktaz (GR, EC 1.6.4.2) Enziminin Aktivite Tayini

PEG 6000 uygulama gruplarinda 14. giinde glutasyon reduktaz aktivitesi 3
kat artis gosterdi (Cizelge 3.6, Sekil 3.5).

Cizelge 3.6. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerde

GR enzim aktivitesi Uizerine etkisi.

Gruplar 0.giin 7.giin 14.giin
Kontrol | 0,13+0.03 | 0,17+0,01 | 0,18 +0,02
PEG 0,19 +0,025 | 0,56 +0,032
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Sekil 3.5. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerde GR
enzim aktivitesi iizerine etkisi. Siitunlar iizerindeki aym harfler ayn tiir i¢inde istatiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (p<0,05). Siitunlardaki hata gubuklar
ortalama standart = hatay1 (S.E.) gostermektedir.

3.5.5. Peroksidaz (POX, EC 1.11.1.7) Enziminin Aktivite Tayini

PEG 6000 uygulama grubunda 7. ve 14. giinlerde kontrol gruplan ile
kiyaslandiginda POX aktivitesinin sirastyla 2 kat ve 3 kat arttig1 gézlendi (Cizelge
3.7, Sekil 3.6).

Cizelge 3.7. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerde

POX enzim aktivitesi tizerine etkisi.

Gruplar 0.giin 7.giin 14.giin
Kontrol | 4,87 +0,67 | 5,24+ 0,50 5,48 £ 0,60
PEG 12,37+£0,94 | 17,82+ 1,01
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Sekil 3.6. Capparis ovata yapraklarindaki PEG uygulamasinin 0., 7. ve 14. giinlerde POX
enzim aktivitesi iizerine etkisi. Siitunlar iizerindeki aym harfler ayn tiir i¢inde istatiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (p<0,05). Siitunlardaki hata gubuklar
ortalama standart + hatay1 (S.E.) gostermektedir.
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3.6. Elektroforez Analizleri

C. ovata bitkisi tarafindan kuraklik stresine karsi olusturulan yanitlarda
antioksidant enzimlerin izoenzimlerinin katkis1 ve enzim aktivitesindeki
farkliliklarin daha iyi belirlenmesi amaciyla oOrnekler elektroforetik olarak
incelendi. Genel olarak enzimlerin spektROTkopik aktivite sonuglar1 ile
elektroforez profilleri birbirlerine paralel sonuglar verdi.

APX izoenzimlerinin jel profilleri incelendiginde, kontrol ve stres
gruplarinda toplam 10 farkli APX izoenzimi bulundu (Sekil 3.7). Bu izoenzimler
icerisinde APX3 sadece 7. giin PEG uygulama grubunda ve 14. giinlinde
uygulama ve kontrol grubunda goriildii. Ancak ilgili bant 14. giin uygulama
grubunda daha yogun olarak belirlendi. Diger izoformlar APX6, APX7, APX9 ve
APX10 kuraklik stresinin 7. ve 14. giinlerinde daha belirgin gézlendi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Capparis ovata’da PEG uyarimli kuraklik stresinin APX izoenzim aktiviteleri
iizerine etkileri. 1, 2, 3, 4 ve 5 numaral bantlar sirasiyla 0.glin control, 7.giin control,

7.giin PEG, 14.giin control ve 14.giin PEG gruplarimi gostermektedir.

POX enzimine ait jellerde 5 farkli POX izoformu (POX1, POX2, POX3,
POX4 ve POXS5) tespit edildi. Bu izoformlardan POX1’in ifadesi 7. ve 14.
giinlerde PEG uygulanan gruplarda azaldi. Bununla birlikte POX3 ve POX4
izoenzimlerinin ifadeleri, kontrol gruplan ile kiyaslandiginda PEG uygulanan
gruplarda artti. Tiim sonuclar ele alindiginda POX'un stres altindaki yapraklarda
aktivitesinde gozlenen artisin POX3 ve POX4 izoformlarini belirimlerinin

artisgindan kaynaklanabilecegi diistiniildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Capparis ovata’da PEG uyarimli kuraklik stresinin POX izoenzim
aktiviteleri tizerine etkileri. 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali bantlar sirastyla 0.giin
control, 7.giin control, 7.gin PEG, 14.giin control ve 14.giin PEG gruplarini

gostermektedir.

CAT enzimine ait jellerde kontrol ve PEG 6rneklerinde 5 farkli izoform
(CATI1, CAT2, CAT3, CAT4 ve CATS) gozlendi. CAT3 ve CATS’in toplam
aktiviteyi onemli dl¢iide etkiledigi goriildii. Ancak densiyometre analizlerine gore
izoenzimlerden hig¢ birisi PEG uygulamasindan etkilenmedi. Kontrol ve uygulama
gruplarinda gozlenen CAT3 ve CATS bant yogunluklarinda belirgin bir farklilik
gozlenmedi (Sekil 3.9).

PEGT  [14 "PEG14

Sekil 3.9. Capparis ovata’da PEG uyarimli kuraklik stresinin CAT izoenzim
aktiviteleri iizerine etkileri. 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali bantlar sirastyla 0.giin
kontrol, 7.glin kontrol, 7.giin PEG, 14.giin kontrol ve 14.giin PEG gruplarini

gostermektedir.
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GR enzimine ait jeller incelendiginde 8 farkli GR izoformu (GR1, GR2,
GR3, GR4, GRS, GR6, GR7 ve GR8) gozlendi. Bu izoenzimlerden G7 sadece
PEG uygulanan gruplarda goézlendi ve 14. giiniinde daha yogun bir bant elde
edildi. GR1, GR3 ve GR6 izoformlar1 7. ve 14. giinlerin tim gruplarinda yogun
bant profilleri gosterdi. GR4 ve GRS izoenzimlerine ait bantlar PEG
uygulamasinin 14. giintinde daha yogun olarak izlendi (Sekil 3.10).

PEGT L4 PEGN4

Sekil 3.10. Capparis ovata’da PEG uyarimli kuraklik stresinin GR izoenzim
aktiviteleri {izerine etkileri. 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali bantlar sirasiyla 0.giin
kontrol, 7.glin kontrol, 7.giin PEG, 14.glin kontrol ve 14.giin PEG gruplarini

gostermektedir.

SOD enzimine ait jellerde gozlenen izoenzimlerin 4’ Mn SOD (KCN
yada H,0, tarafindan inhibe olmamistir), 2’si FeSOD (KCN tarafindan inhibe
olmamustir, fakat H,O, tarafindan inhibe olmustur) ve 1 tanesi de Cu/ZnSOD
(KCN ve H;0; tarafindan inhibe olmustur) olarak bulundu. Bu izoenzimler jeldeki
hareket mesafesi siralarina gore isimlendirildi ve SOD aktivitesini gosteren
bantlardan biri (MnSOD4) PEG uygulamasina bagl olarak gozlendi (Sekil 3.11).
SOD aktivitesini gosteren diger tim bantlar kontrol ve PEG uygulanmis
orneklerde aynidir. Densiyometrik analizler, kontrol grubunda gozlenen toplam
SOD aktivitesinin, %65’inin MnSOD, %25’inin FeSOD ve %10’unun Cu/ZnSOD

izoenzimleri tarafindan olusturuldugunu gosterdi. PEG uygulanan gruplarda ise,
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toplam SOD aktivitesinin %70’inin MnSOD; %15’inin FeSOD ve %]15’inin
Cu/ZnSOD izoenzimleri tarafindan olusturuldugu gézlendi (Sekil 3.11). Izozim
profilleri incelendiginde, MnSOD4 C. ovata yapraklarinda sadece kuraklik stresi

kosullarinda eksprese oldu.

MnSOD1
MnSOD2

“*\nsOD3
«-FeSODI

<4-MnSOD4
4-Cu/ZnSOD1
4-FeSOD2

Sekil 3.11. Capparis ovata’da PEG uyariml kuraklik stresinin SOD izoenzim aktiviteleri

tizerine etkileri.

4. TARTISMA

Kuraklik saganak yagisin fazla olmadigi donemi ifade etmek amagh
kullanilan meteorolojik bir terimdir ve bitkilerde genellikle topraktaki
kullanilabilir suyun azaldig1 ve atmosferik kosullar nedeniyle transpirasyon yada
evoporasyon ile suyun kaybedildigi kosullarda ortaya ¢ikmaktadir. Kuraklik stresi
hemen hemen tiim bitkilerde goriilmektedir fakat meydana getirdigi etki tiirden
tiire hatta tiir icinde bile gesitlilik gostermektedir (Jaleel et al., 2009). Kuraklik
stresi diinya ve tilkemiz i¢in ciddi bir sorun teskil etmektedir. Bitkinin kuraklik
stresine maruz kalmasi bitkilerde toksik bir etki olusturmakta, boylece hem bitki
gelisimini aksatmakta hem de iiriin kaybma yol agmaktadir (Cattivelli et al.,
2007). Bitkilerde kuraklik stresine direngte meydana gelen degisimlerin fizyolojik
ve morfo-anatomik yapilarinin iyi anlagilmasi ile bu oOzellikler stres kosullari
altinda yiiksek verimlilikteki yeni varyetelerin secilmesi yada 1slahinda
kullanilabilecektir (Nam et al., 2001; Martinez et al., 2007, Jaleel et al., 2009).

Diinya ¢apinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan kuraklik stresinin

detayli mekanizmasinin aydinlatilmasi kuraklik ve acliga neden olabilecek
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streslere dayanikli varyetelerin  gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Bu
arastirmada kuraklik stresinin molekiiler ve biyokimyasal yonleri incelenerek,
literatiire katki saglanmasi amaglanmistir. Bu amagla c¢alismamizda kurak
kosullara uyum gosterebilen ve ililkemizde de dogal yayilis gosteren Capparis
ovata bitkisi materyal olarak se¢ilmistir. Bu bitkinin kuraklik stresi kosullarinda
antioksidant savunma sisteminin ne sekilde calistigin1 anlamak daha sonraki
caligsmalarda yol gdsterici olabilecektir.

Kuraklik stresinin yarattigi ozmotik etki sonucunda, hiicrenin ozmotik
potansiyelini arttirmak icin bazi toksik olmayan bilesiklerin sentezlenmesi ve
bliyiime inhibisyonu gibi bir¢ok farkli cevap uyarilmaktadir. Boylece antioksidan
enzimlerin aktiviteleri devam ettirilmektedir (Tiirkan ve ark., 2005). Yaptigimiz
calisgmada kuraklik stresinin Capparis ovata yapraklarinin yas ve kuru
agirliklarinda azalmaya neden olmasi, bitki biliylimesini olumsuz yonde
etkilendigini gdéstermektedir. Kuraklik toleransli bir Akdeniz bitkisi olan Arbutus
unedo (Munne-Bosch and Penuelas, 2004) ve Atriplex halimus L. (Hassine et al.,
2008) ile yapilan kuraklik stresi ¢alismalarinda da bulgularimiza benzer olarak
biliylime inhibisyonu oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte uzamis kuraklik
stresi periyodunda C. ovata bitkisi yapraklarinda bitkinin ig¢sel su durumunun
korundugu da gozlemlenmistir. Bu sonuglara uygun olarak Ana Lucia ve
arkadaslar1 (2002) kuraklik stresinin kuraklik toleransli Coffea canephora
bitkisinin yaprak su potansiyelini azalttigint gostermislerdir. Yine Akdeniz
cevresindeki kurak kosullara dayanabilen A. unedo’nun kuraklik stresi altinda
RWC seviyelerinde azalma tespit edilmistir (Munne-Bosch and Penuelas, 2004).
Capparis ovata bitkisi yapraklarinda kuraklik stresi uygulamasinin 7. ve 14.
giinlerinde bagil su igeriginde sadece %8’lik bir diisiis oldugu tespit edildi. Buna
gore her iki caligma da kurakliga toleransl bitkilerin kuraklik stresi boyunca bagil
su iceriklerini kismen veya tamamen koruduklarini gostermektedir.

Fv/Fm degeri, net fotosentez verimini gosteren fotosistem II’nin
maksimum {iriin miktarini ifade etmektedir (Percival and Sheriffs, 2002; Kulkarni
et al., 2010). C. ovata bitkisi ile yapilan ¢calismamizda kuraklik stresi uygulamasi
sonucunda Fv/Fm degerlerinde ¢ok az bir diislis tespit edildi. Bitkinin su
kullaniminda iyi olmasi nedeniyle yaprak RWC seviyelerinin 6nemli Ol¢iide
korundugu diistiniilmektedir. Ziziphus mauritiana bitkisinin 6 kultivari ile yapilan

bir calismada Fv/Fm oranlar1 kurakliga toleransh 3 kultivarda (Seb, Gola ve Q-
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29), kurakliga duyarli diger 3 kultivara (Umran, B-5/4, ve Keitly) oranla daha az
bir diislis gostermistir (Kulkarni et al., 2010). Yine baska bir kuraklik stresi
calismasinda kurakliga toleranshi Salix gordejevii bitkisinde, kurakliga duyarli S.
babylonica’a gore Fv/Fm oranlarinda daha az bir diisiis gozlenmistir (Yang et al.,
2005; Kulkarni et al.,, 2010). Ziziphus ile yapilan g¢alismaya gore kurakliga
toleranshi  kultivarlarin  kurakliga duyarli kultivarlara kiyasla yaprak su
potansiyelini daha i1yi koruduklar1 ve bu durumun kuraklik stresi tolerans yetenegi
icin 6nemli bir gosterge oldugu ileri siiriilmektedir (Kulkarni et al., 2010).

Ayrica yliksek yaprak RWC seviyesinin siirdiiriilmesinin bitkiye daha iyi
bir sekilde Fv/Fm oraninin korunmasina yardim edecegi de ayni c¢alismada
bildirilmis ve RWC ve Fv/Fm arasindaki 6nemli pozitif iliski isaret edilmistir
(Kulkarni et al., 2010). Kurakliga toleransh kultivarlarin yiiksek orandaki yaprak
RWC seviyelerinin muhtemelen bu kultivarlarin su kullaniminda daha 1iyi
olmalarindan kaynaklandig ileri siirtilmektedir (Kulkarni et al., 2010). Kurakliga
toleranshi olan kultivarlarin kuraklik stresi kosullari altinda asir1 su kaybindan
kaginmak amaciyla transpirasyon oranini  kontrol altinda tuttuklar
diisiiniilmektedir (Kulkarni et al., 2010).

Serbest radikallerin neden oldugu membran lipidlerinin peroksidasyonu
stres zararmin hiicresel seviyedeki Olciisii ve gostergesidir (Jain et al., 2001;
Tiirkan et al.,, 2005). Membran lipid peroksidasyonu, membran akiskanligini
arttirarak elektrolit kaybina neden olmaktadir (Thompson et al., 1987). Lipid
peroksidasyonu c¢esitli ¢evresel streslerin meydana getirdigi hasarlara eslik
etmektedir (Hernandez et al., 2003; Jaleel et al., 2008). Doku lipidlerinin oksidatif
hasar1 toplam TBARS icerigi ile hesaplanmaktadir (Jaleel et al., 2008).
Calismamizda kuraklik stresi uygulanmis bitkilerde 6nemli miktardaki TBARS
artis1 tespit edildi. Bu artis daha 6nce yapilan ¢alismalar (Schwanz and Polle,
2001; Ana Lucia et al., 2002; Sofo et al., 2004) ile de tutarlilik géstermektedir ve
Capparis ovata bitkilerindeki oksidatif hasari isaret etmektedir. Catharanthus
ROTeus bitkisi ile yapilan bir ¢aligmada da kuraklik stresi uygulamasi sonrasinda
TBARS igeriginin artis egiliminde oldugu gosterilmistir (Jaleel et al., 2008).
Aycicegi (Helianthus annuus) ile yapilan bir ¢alismada ise topragin kuraklik
periyoduna maruz kalmasmin ardindan yaprak malondialdehit (MDA)
konsantrasyonunun &nemli derecede arttigi tespit edilmisti. MDA lipid

peroksidasyonunun bir {iriinii olmas1 nedeniyle (Hodges et al., 1999; Sofo et al.,
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2004; Correia et al., 2006), bu sonuglar kuraklik stresinin aygicegi bitkilerinde
tim yaprak seviyelerinde orta dereceli bir oksidatif stres olusturdugunu
gostermektedir (Correia et al., 2006). Bu veriler kuraklik stresinin membran lipid
peroksidasyonunu uyardigi hipotezini desteklemektedir.

Kuraklik daima bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna
neden olmaktadir. ROT olusumu o6karyot hiicrelerin biyotik ve abiyotik streslere
kars1 olusturdugu en erken biyokimyasal cevaptir (Qiu et al., 2008). ROT olusumu
bir takim zincir reaksiyonunu tetikleyerek hizli hiicre zararina neden olmaktadir
(Manivannon ve ark., 2007). ROT oldukga reaktiftir ve koruma mekanizmalarinin
olmadig1 durumlarda lipidler, proteinler ve niikleik asitler {izerinde oksidatif hasar
olusturarak normal metabolizmada ciddi zararlar olusturur (Smirnoff, 1993;
Menconi et al., 1995; Qiu et al., 2008). Bitkiler stres kosullar1 altinda yagamlarini
devam ettirmek amaciyla antioksidant molekiilleri (askorbik asit, glutatyon, a-
tokoferol, karotenoid, flavanoid vd.) ve oksijen radikali siipiiriicii enzimleri
olusturmaktadirlar. Antioksidan mekanizma, bitkilerde stres toleransini artirmay1
saglayacak bir strateji saglamaktadir (Manivannon ve ark., 2007). Oksijen radikali
stiptiriicii enzimler igersinde SOD O;’i H,0,’e doniistiiriir (Bowler et al., 1992;
Bian and Jiang, 2009). Diger enzimatik sistemler POX, CAT, APX, GR,
MDHAR, ve DHAR farkli hiicresel kisimlarda H,O,’i H,O’ya déniistiiriirler
(Asada, 1999; Mittler, 2002; Bian and Jiang, 2009).

Calisgmamizda kuraklik stresi kosullarinda artan SOD aktivitesi tespit
edilmistir. Capparis ovata bitkisinde artan SOD aktivitesi bitkinin reaktif oksijen
tiirlerinin yarattig1 zararl etkilere kars1 gelistirdigi savunma mekanizmasini ifade
etmektedir. Bu sonuglara paralel olarak Tiirkan ve arkadaslar1 (2005) kurakliga
toleransli Phaseolus acutifolius bitkisi ile yaptiklari ¢aligmada kuraklik stresi
kosullarinda bitkide artan SOD enzim aktivitesini tespit etmislerdir. Schwanz ve
Polle (2001) de bizim sonuglarimiza benzer olarak kuraklik toleransli Quercus
robur ile yaptiklart bir kuraklik stresi ¢alismasinda SOD seviyelerinde onemli
artis tespit etmislerdir. Akdeniz bitkilerinden Myrtus communis ve Phillyrea
angustifolia ile yapilan ¢alismalarda da artan SOD aktivitesi tespit edilmistir
(Caravaca et al., 2005). Ayrica calismamizda MnSOD, FeSOD ve Cu/ZnSOD
izoenzimlerinin yiiksek SOD aktivitesine katkida bulundugu tespit edildi. Aktif
kosullarda yiiriitiilen jellerde, MnSOD izoenzimlerinin seviyelerinde artig

gozlendi. Ayrica MnSOD4 izoenziminin strese bagli olarak sentezlendigi
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saptandi. MnSOD izoenzimleri mitokondri ve peroksizomlarda bulunur. Bu
izoenzimlerin artan seviyeleri bu organellerdeki oksidatif stres ile siki iligkilidir
(Gomez et al, 1999). MnSOD izoenzimlerinin uyarilmasi ve toplam SOD
aktivitesindeki artis Capparis ovata bitkisini oksidatif stresin zararlarindan
korunmak amagcl olarak gelismistir. Bizim sonuglarimiza benzer olarak Schwanz
ve Pole (2001) de kurakliga toleransli Quercus robur.’da kuraklik stresinde SOD
seviyelerinde dnemli artis tespit etmislerdir.

Askorbat sadece insan beslenmesinde degil ayn1 zamanda bitki gelisimi
icin de gerekli olan 6nemli bir vitamindir (Nishikawa et al., 2003). Askorbatin
bitki ve hayvanlarin her ikisinde de hiicre metabolizmasinin birgok 6nemli
basamaginda antioksidan ve farkli dioksigenazlara kofaktor olarak 6nemli roller
oynadig bilinmektedir (Noctor and Foyer, 1998; Arrigoni and De Tullio, 2000;
Nishikawa et al., 2003). Askorbat peroksidaz (APX) askorbati oksitleyerek
hidrojen peroksidi (H,O;) suya (H,O) indirgeyen iyi tanimlanmis bir enzimdir.
APX, normal metabolizma sirasinda yada cevresel stresler nedeniyle olusan zarara
kars1 hiicreleri korumada gorev almaktadir (Nishikawa et al., 2003). Liu ve
arkadaslar1 (2009) salatalik ile yapilan bir ¢alismada PEG uygulamasi nedeniyle
olusan kuraklik stresi sonucunda artan APX aktivitesini tespit etmislerdir.
Capparis ovata bitkisinde de PEG 6000 uygulamas: sonucu artig gosteren APX
aktivitesi bitkinin oksidatif hasara kars1 gelistirdigi koruma mekanizmasini ifade
etmektedir. APX’in indirgedigi askorbat monodehidroaskorbat reduktaz
(MDHAR), dehidroaskorbat reduktaz (DHAR) ve glutatyon reduktaz (GR)
tarafindan katalizlenen bir seri reaksiyonlar ile tekrar okside olur. Bu reaksiyonlar
serisi Halliwell Asada dongiisii olarak bilinir ve bitkilerde en 6nemli antioksidan
sistemlerden birisidir (Kawitha ve ark., 2008). Arastirmamizda kuraklik stresi
Capparis ovata bitkisinde APX izoenzim profilini degistirdi. Kontrol ve
uygulama gruplarinin her ikisinde de toplam 10 farklit APX izoenzimi gozlendi.
APX izoenzimlerinin sayist ve profilleri bitki tiirlerine baghdir. Farkli
izoenzimlerin uyarilmasi ve ekspresyonu ¢esitli kaynaklarda gosterildigi gibi stres
toleransi ile siki iliskilidir (Nakano ve Asada, 1981; Mittler ve Zilinkas, 1993).
Kuraklik kosullar1 altinda yapraklardaki yiiksek APX aktivitesi stres sebebiyle
arttirtlmis SOD aktivitesi tarafindan iiretilen H,O,’1 uzaklastirir. Yiiksek APX
aktivitesi stres kosullar1 altinda ayn1 zamanda tiitiin BY-2 hiicre kiiltiirleri (Bueno

ve ark, 1998) ve fasiilyede de (Tiirkan ve ark, 2005) bildirilmistir. Sonu¢larmiza
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paralel olarak APX’un beliriminin artmasi zeytinde (Sofo ve ark., 2007) ve
misirda (Pastori ve Trippi, 1992) da bildirilmistir.

Glutatyon rediiktaz (GR) bitki hiicrelerindeki H,O,’in siipiiriilmesinden
sorumlu olan, Halliwell Asada dongiisiiniin 6nemli enzimlerinden birisidir
(Noctor et al.,, 2002). NADP+/NADPH oraninin korunmasi, NADP+’nin
fotosentetik elektron tasinim zincirinden elektron almasini saglayarak, okside
askorbatin yeniden olusumunu kolaylastirmaktadir (Noctor et al., 2002; Yang et
al., 2008). Yaptigimiz c¢alismada Capparis ovata bitkisinin kuraklik stresi
uygulamasi sonucunda GR aktivisinde artis gozlendi. Bu veriler dogrultusunda
askorbat-glutatyon dongiisiiniin kuraklik stresi kosullarinda Capparis ovata bitkisi
yapraklarinda reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerini O6nemli derecede
azalttigin1 soylemek miimkiindiir. Kurakligin Picea asperata fidelerinde de GR
artisin1 uyardigr gosterilmistir. Yine bizim bulgularimiza paralel olarak kuraklik
stresi kosullarinda kurakliga toleransli musir tiirinde GR aktivitesi Onemli
derecede artmistir (Pastori and Trippi, 1992). Kiraz bitkisi ile yapilan bir
calismada Sofo ve arkadaslar1 kuraklik stresi uygulamasinin askorbat glutasyon
dongiisii enzimlerinden glutasyon reduktaz (GR)’in aktivitesinde artisa neden
oldugunu gostermisglerdir (Sofo ve ark., 2005).

Nair ve arkadaslarinin (2008) yaptig1 bir ¢aligmada boriilcenin kurakliga
duyarli ve toleransl tiirlerinde kuraklik stresi uygulamasi sonrasi her iki bitki
grubunda peroksidaz ve katalaz enzim aktivitesinde artis tespit edilmistir.
Toleransh boriilce tiiriinde POX ve CAT aktivitesinin duyarh tiire kiyasla daha
yliksek oldugu bulunmustur. Bu durum ise kuraklik stresine toleranslilik ve
duyarhilik ile bitki antioksidan mekanizmast arasindaki iliski olarak
yorumlanmugtir. Toleransl bitki tiirii biyokimyasal adaptasyon sayesinde stres ile
basa ¢ikabilmektedir.

Yin ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada (2010) ise kasimpatigillerden
kurakliga toleransli (Dendranthema zawadskii) ve duyarl (D. nankingense) iki
farklh bitki tiiriinde kuraklik stresinin etkileri incelenmistir. Bu c¢alismaya gore
kuraklik stresinin etkileri her iki bitki tiirlinde de gozlenmistir, ancak duyarli olan
tirde bu etkiler daha erken aciga c¢ikmistir. Kurakli§a toleransli tiirde ise
(Dendranthema zawadskii) SOD, APX ve CAT enzim aktivitelerinin bitki
yapraklarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durum toleransh bitki

tirinde ROT olusumu ve detoksifikasyonu arasinda iyi bir dengenin olmasi
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durumu ile acgiklanmaktadir. Bu durum sayesinde bitki kuraklik stresi ile basa
cikabilmektedir. Iyi bir H,O, siipiiriiclisii olan APX ve CAT enzimlerinin
aktivitesi, stres uygulamasinin ardindan kisa siirede hizli bir sekilde artmaktadir.
Stres stiresince enzimlerin bu yiiksek aktivite seviyelerinin korunmasi bitkinin
kurakliga kars1 toleransinmi gelistirmektedir. Capparis ovata bitkisi yapraklarindaki
CAT enzim aktivitesindeki artis bu bitkinin kuraklik stresine karsi gelistirdigi
uyum mekanizmasi ile agiklanabilir.

Sonug olarak, C. ovata bitkisinin antioksidan sistemi kuraklik kosullari
altinda artan ROT olusumunu 6nemli Ol¢lide engellemektedir. Bu sonugclar,
Akdeniz bitkilerinin kuraklik stresi uyarimli antioksidan sisteminin incelendigi
bir¢ok caligsma ile uygunluk gdstermektedir. Artan kuraklik toleransi ile oksidatif
hasarin azaltilmasi arasinda bir iligski vardir (Pastori and Trippi, 1992; Smirnoff,
1993; Polle, 1997; Schwanz and Polle, 2001). Diinya ve iilkemiz i¢in énemli bir
tehtit olan kuraklik stresinin, Tirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren ve
ekonomik degeri yliksek olan Capparis ovata bitkisinde incelenmesinin literature

onemli bir katkida bulunacag: diigiiniilmektedir.
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