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OZET

Vitamin B6 ‘nin tuz stresine maruz birakilan Arabidopsis mutanti1 (pdx1.3)
iizerindeki fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin arastirilmasi

SARAY ,Merve

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yéneticisi: Prof.Dr. ismail TURKAN
Aralik 2010, 55 sayfa

Arabidopsis thaliana’nin yabani tipi Columbia ve B6 vitamini
sentezleyemeyen pdx1.3 mutantinda, B6 vitaminin tuz stresi altinda, biiyiime
parametreleri, yaprak bagil su igeri§i ozmotik potansiyeli, malondialdehit
miktarlar1 ve H,O, birikimi ve siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi
antioxidant enzimlerin total ve izozim aktiviteleri tizerindeki etkisi arastirilmistir.
Azalan yaprak nispi su igerigi, H,O, birikimi ve lipit peroksidasyon seviyeleri ve
artan APX, POX, SOD ve GR aktivite seviyeleri tuz stresi altinda pdx1.3
bitkilerinin Columbia bitkilerinden daha fazla etkilendigi goriilmiistiir. Sonug
olarak bu caligmada, pdx1.3 bitkilerinde B6 vitamininin digardan uygulanmasinin
antioksidant enzim sistemini arttirarak tuzun tesvik ettigi oksidatif hasar1 azalttig1
gorilmistir.

Anahtar sozciikler: B6 vitamini , tuzluluk ile indiiklenen oksidatif stres ,tuz stresi,

pdx1.3 , klomazon
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ABSTRACT

INVESTIGATION ON THE BIOCHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL
EFFECTS OF VITAMIN B6 ON ARABIDOPSIS MUTANT (pdx 1.3) UNDER
SALT STRESS

SARAY ,Merve

Master of Science, Biology Department
Supervisor : Prof.Dr. Ismail TURKAN
December 2010, 55 pages

The effect of vitamin B6 on growth parameters, leaf relativewater content,
osmoik potential, lipid peroxidation level measured as melondialdehyde (MDA)
content, H,O, accumulation and total and isoenzyme activities of antioxidant
enzymes including superoxide dismutase (SOD), ascorbte peroxidase (APX),
catalase (CAT), peroxidase (POX) and glutathione reductase (GR) in wild-type
Columbia and vitamin B6 deficient mutant pdx1.3 plants of Arabidopsis thaliana
under salinity. Reduced leaf RWC, H,O, accumulation and lipid peroxidation
level and increased APX, POX, SOD and GR activity levels showed that Col was
less affected than pdx1.3 under salinity. This study demonstrates that exogenous
application of vitamin B6 could alleviate salt-induced oxidative damage in B6-
deficient pdx 1.3 mutant by enhancing antioxidant enzyme activities.

Keywords: vitamin B6 , salt-induced oxidative stres, pdx1.3, clomazone .
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1. GIRIS

1.1 TUZLULUK

Tuzluluk, diinyanin her yerinde iiriinlerin genis dl¢lide verimliliklerini azaltan en
onemli abiyotik strestir (Tester and Davenport 2003; Ashraf and Foolad,2007). Bu
nedenle tuzlu ortamlarda yasaylp gelisebilen bitkilerinin bulunmasi ve
gelistirilmesi son derece onemli bir konudur. Dogal kosullar altinda yiiksek
bitkiler tuzlu ve tath sularin akintilarla birbirine karistig1 veya birbirinin yerini
aldig1 deniz kiyisina yakin yerlerde tuzla karsilasirlar. Tuzluluk diinya capinda
ekilebilir alanlarin 80 milyon hektarinda tiretkenligi etkilemektedir (Tiirkan et al.,
2004).

Tuzluluk dogal yolla olusabildigi gibi sulama uygulamalarmin yanlis yapilmasi
sonucu insan kaynakli da ortaya ¢ikabilmektedir. Ekonomik yonden onemli
irlinlerin yetismesi amaciyla yagislar yetersiz geldiginde sulama yoluna
gidilmektedir. Ancak bu uygulama topraklarda cesitli tuz iyonlarinin birikimine
neden olmaktadir. Sulama suyundaki ¢6ziinmiis madde konsantrasyonu yiiksekse
ve biriken tuzlar drenaj sistemiyle yikanmazsa tuzluluk oraninda artig
goriilebilmektedir. Ozellikle dogal drenaj kosullarmmn kéti oldugu kurak
bolgelerde buna daha ¢ok rastlanmaktadir. Yapilan calismalarda diinyada sulanan
alanlarin  %20’sinin tuzluluktan etkilendigi rapor edilmistir. (Pitman and
Lauchli,2002). Tuzlu topraklarda ve sularda bulunan en o6nemli katyonlar
sodyum(Na+), kalsiyum (Cat++), magnezyum (Mg++) ve potasyum (K+ ); en
onemli anyonlar ise klorid (Cl-), siilfat (SO42-) , bikarbonat (HCO3-), karbonat
(CO32-) ve nitrat (NO3-)‘tir . Tuzlu topraklarda en 6nemli problem ¢oziilebilir
tuzlarin varligidir (Sparks, 1995).

Toprak tuzlulugu diinyadaki tarimsal tiretimi sinirlayan temel ¢evresel streslerden
biridir (Lauchli and Grattan, 2007). Toprakta biriken tuzlar topragin fiziksel ve
kimyasal 0zelliklerini bozmakta ve bitki gelisimini de olumsuz yonde
etkilemektedir. Toprakta bulunan tuzlar su potansiyelinde azalmaya neden olup
topraktan mineral alimini smirlamaktadirlar. Yetistirilen bitkinin veriminde
goriilen azalmalar, toprak cozeltisinin konsantrasyonuna bagli oldugu kadar,
bitkinin tuza dayaniklilig ile ilgilidir. (Ekmekgi, 2005)

Bitkiler iizerinde tuzlulugun etkileri ¢ok karmasik olarak ortaya cikmaktadir.
Tuzlulugun zarali etkileri, su kitligi, iyon dengesizligi ve mineral besinlerle
iligkilidir (Alam, 1994; Bohnert et al, 1999). Tuzluluk bitki biiyiime ve gelisimini
sinirlayan en onemli g¢evresel etmenlerden biridir. Yiiksek tuzlulugun bitkiler
tizerindeki zararli etkileri bitkinin Ollimii ve/veya iiretimin diismesi seklinde
gozlenebilir. Birgok bitki tiirii ya hiicrelerine tuzu almayarak ya da tuzu hiicre
icinde tolere edecek mekanizmalar gelistirmislerdir. Tuz stresi etkisinde
fotosentez, protein sentezi, enerji ve lipid metabolizmasi etkilenir. Esas anlamda
tuz stresine ilk cevap yaprak yiizey alaninin biiyiimesinde azalma seklinde kendini
gosterir. Hiicre biliylimesi i¢in gerekli olan karbohidratlar fotosentez esnasinda
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saglanir. Fotosentez oranlar1 bitki tuz stresi (6zellikle NaCl stresi) altinda iken
genelde diisiiktiir (Parida AK and Das AB. 2005)

Bitkiler tuzluluga toleransta ¢ok farklilik gostermektedir. Yiiksek tuzlu topraklarin
dogal floras1 olan halofitler, tuzluluga kars1 glikofit olanlardan daha direnglidirler.
Glikofitler 100-200 mmol-1 NaCl’ye kadar dayanabilirken halofitler ise 300
mmol-1 NaCl’den daha yiiksek konsantrasyonlardaki tuzlu alanlarda
yasayabilmektedirler (Zhu, 2007). Ornegin glikofit bir bitki olan Arabidopsis
thaliana ile halofit bir bitki olan Thellungiella halophila’nin normal kosullarda ve
tuzlu kosullardaki gelisim profilleri birbirinden farklidir. Normal kosulda
Arabidopsis thaliana’nin gelisimi devam ederken Thellungiella halophila’nin
gelisimi yavaslamaktadir. Tuzlu kosulda ise Arabidopsis thaliana’nin gelisimi
neredeyse dururken, Thellungiella halophila’nin gelisimi artmaktadir (Zhu,
2001).

1.2 TUZ STRESININ ETKILERI

Stres bitkinin tizerinde olumsuz bir etki olusturan dissal bir etmen olarak
tanimlanmaktadir. Tuz stresinin etkileri bitkilerde iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir:
homeostazinin bozulmasina bagli olarak olusan ozmotik stres ve iyonik
toksisitedir (Zhu, 2001) (Sekill).

Sekil 1. Bitkilerde tuz stresinin olusturdugu hasar1 Onlenmesiyle iliskili
morfolojik anatomik ve biyokimyasal stratejiler

1.2.1 Ozmotik ve Iyonik Stres

Bitkiler tuz stresini iyonik (Na+) ve ozmotik sinyaller araciligiyla algilarlar.
Hiicrede Na+ artis1, transmembran proteinleri ya da membran proteinleri ya da
Na+‘a duyarh enzimler araciliiyla algilanabilir (Zhu, 2003). Protein yapisinda ve
membran depolarizasyonunda Na+ ve Cl- artis1 ile uyarilan konformasyonel
degisiklikler iyon toksisitesinin algilanmasini saglar. Plazma membran proteinleri,
iyon transportirlart ve/ya da Na+ ‘a duyarli enzimler, hiicre i¢i ve hiicre dist
alanlarda toksik Na+ konsantrasyon sensorleri olarak varsayilmaktadir. Tuzluluk
tarafindan etkilenen ozmotik stres hiicre de turgor kaybina ve hacim degisimlerine
yol acar. Bununla birlikte ozmotik stresin potansiyel sensorleri, membranla iliskili
esnemeyle ile aktive olan kanallar, hiicre iskeleti (mikrotiibiiller ve
mikroflamentler) ve 2 bilesenli histidin kinazlar gibi transmembran protein
kinazlar igerir. ATHK1, Arabidopsis’te bulunan ozmotik stres sensorlerinden biri
olarak kabul edilmektedir (Urao et al., 1999).
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Tuzluluk kosullarinda spesifik olmayan iyon kanallar1 aracilifiyla Na+ girisi,
Ca2+’y1 aktive eden membran depolarizasyonuna sebep olabilir (Sanders et al.,
1999) ve bdylece Ca2+ salinimi ve tuz stres sinyalleri olusur . Tuz stresi boyunca
sitosolik Ca2+ salinimlari, vakuol, plazma membrani ve endoplazmik retikulumda
bulunan mekanosensitiv. ve ligand-girisli Ca2+ kanallarinin  aktiviteleri
aracilifiyla diizenlenir (Tester and Davenport 2003; Zhu, 2002,2003). Kalsiyum
sinyali sodyumun digar1 aktarilmasinda ve sodyum/potasyum diskriminasyonu
icin mekanizmay1 baglatan sekonder mesajci olarak gorev alir. Bitki hiicrelerinde
bu kalsiyum sinyali i¢in sensor protein SOS3’tlir. SOS3, bir serin/treonin kinaz
olan SOS?2 ile birlikte bir komplekstir. Kalsiyum sinyalinin alinimina gore, kinaz
kompleksi SOS1 gibi fosforlanmig hedef proteinleri aktive eder. SOSI, hiicreden
sodyumu uzaklastirmaktan sorumlu olan bir plazma membran sodyum/proton
antiportiridir (Zhu, 2002). SOSI’in sodyumu disar1 ¢ikarma aktivitesi SOS3 ve
SOS2’ye baglidir (Zhu, 2007).

Tuzluluk, bitki stres hormonu olan absisik asit (ABA) biyosentezini arttirir (Jia et
al., 2002; Xiong and Zhu, 2003). ABA reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumuna neden olur (Smirnoff, 1993; Hernandez et al., 2001). ABA ve ROS,
stres hasar kontroliinde ve proses onariminda yer aldigi gibi iyonik ve ozmotik
homeostaziyi de diizenler. Tuzluluk boyunca sodyumun vakuolar
bolmelendirilmesi, ozmotik diizenleme ve ayn1i zamanda sitosolik sodyum
konsantrasyonlarinin azaltilmasi i¢in 6nemli ve masrafsiz bir stratejidir. Vakuolde
sodyumun bdlmelendirilmesi i¢in vakuolar Na+/H+ antiportirlari, vakuolar H+-
adenozin trifosfataz (H+-ATPaz) ve H+- inorganik pirofosfataz (H+ PPaz)
tarafindan proton gradienti kullanilarak {iretilir. Tuz stresi, tonoplast H+-ATPaz
ve H+ PPaz aktivitelerini uyarir (Fukuda et al., 2004). Bununla birlikte Na+/H+
antiportirlari, H+-ATPaz ve H+-PPaz’in birlikte koordineli diizenlemesi tuza
tolerans i¢in ¢cok onemlidir (Sekil2).

Sekil 2. Iyon homeostazisinin diizenlenmesi icin tuz stresi tarafindan uyarilan
SOS sinyal yolu

1.3 Tuz Stresine Bagli Olusan Oksidatif Stres

Yiiksek enerji alanina sahip oksijen, elektron ciftlerinden birini kaybederek
indirgenirse molekiiler oksijen (O2) formundan, reaktif oksijen tiirleri formlarina
donisiir  (Mittler, 2002). Siiperoksit anyonu (O2’-), singlet oksijen (102),
hidrojen peroksit (H202), hidroksil (HO.) gibi ROS’lar, protein, DNA ve lipitlere
oksidatif hasar verme kapasitesinde olan toksik molekiillerdir (Apel and Hint,
2004). ROS’lar en az bir ¢ift eslenmemis elektrona sahip atom ya da atom
gruplarindan olustugu i¢in kararsizlardir. Bu nedenle daha c¢ok serbest radikal
olusturmak icin diger molekiillerle ¢ok hizli bir sekilde reaksiyona girerler
(Hideg, 1997).
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Cizelge 1. Molekiiler oksijenin indirgenme basamaklar1 sonucu ROS olusumu

Ozmotik stres ve tuzlulugun , reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminin artmasina
ve reaktif oksijen tiirleri ile iligkili hasara sebep oldugu goriilmiistiir (Serrato et
al., 2004; Borsani et al., 2005; Miao et al., 2006; Abbasi et al., 2007; Zhu et al.,
2007; Giraud et al., 2008)

Sekil 3. ROS tarafindan diizenlenen bitki prosesleri

Stres boyunca bitkilerde ROS iiretimi fotorespirasyon ve mitokondri solunumu
gibi bazi metabolik siireglerde {iiretilir. Tuz stresi de farkli hiicresel bdlmeler
icinde hiicresel elektron taginimini bozarak ROS olusumuna neden olmaktadir
(Ali and Alqurainy, 2006). Hiicrenin ¢esitli elemanlarina zarar vermelerinin
yaninda ROS’lar, strese yanit verilmesini saglayan ikincil mesajcilar olarak da is
gorebilmektedirler (Ashraf, 2009) (Sekil3).

Optimum biiyiime kosullar altinda ROS, kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar
gibi organellerde diisiik seviyelerde iiretilirler. Bununla birlikte stres boyunca
oranlar1 gittik¢e artmaktadir. Stres boyunca ROS birikimi , tamamen ROS iiretimi
ve ROS siipiiriilmesi arasindaki dengeye bagli olarak degisir (Mittler et al.,
2004) .

Sekil 4. Bitki hiicrelerindeki ROS iiretiminin ve siipiiriilmesinin gerceklestigi
merkezler.

1.3.1 Kloroplastlarda ROS Olusumu ve Siiptiriilmesi
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Kloroplast tillakoidlerinde fotosistem I (PSI) ve fotosistem II (PSII)’nin reaksiyon
merkezleri ROS iiretiminin gerceklestigi ana bolgedir (Asada, 2006).

Su stresi kosullar1 altinda stoma kapanmasindan dolayr olusan indirgenmis
karbondioksit kullanilabilirligi ve siirekli asir1 1518a maruz kalma molekiiler
oksijeni indirger PSI de Mehler reaksiyonu tarafindan siiperoksit iyonlarinin
olusumuna neden olur (Asada, 2006). PSI de membrana bagli bakir/¢inko
stiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD), siiperoksit radikallerini hidrojen peroksite
donistiirlir ve askorbat peroksidaz da hidrojen peroksiti suya doniistliriir. Bu
yiizden buna ‘su-su dongiisti’ denmektedir.

APX ve GR gibi antioksidan enzimler ile askorbat ve a-tokoferoller gibi
enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilir (Miller et al.,
2009). O2.- radikalinin SOD tarafindan ayristirilmasiyla olusan H202 radikali ise
katalaz enzimi tarafindan siipiiriiliir (Quereshi et al., 2007).

Kloroplastlardaki baglica peroksidaz, elektron alicist olarak askorbat kullanan
(AsA) APX’tur. Askorbat-Glutasyon dongiisiin de AsA, APX enziminin
katalizlenmesiyle monodehidro askorbata (MDA) doniislirken, hidrojen peroksit
suya indirgenir. MDA’ nin yarilanma omrii kisa oldugu i¢in MDA rediiktaza
(MDAR) doniislir ve enzimin katalizlenmesiyle AsA’ya doniisiir. Bu sirada
elektron alicis1 olarak NAD(P)H, hidrojen vererek indirgenir (Asada, 2006).
MDAR ve MDA’nin AsA’ya doniisiimii basarisiz oldugunda dehidro askorbat
(DHA) olusur. Elektron alicis1 olarak indirgenmis glutasyonu (GSH) kullanan
DHA, dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ile AsA’ya indirgenir. Yiikseltgenen
GSH (GSSG), NADPH’1 indirgeyen GR ile GSH’a doniisiir (Miller, 2009).

Thioredoksin (Trx) ve peroksiredoksin (Prx) oksidatif stres siliresince Onemli
rollere sahiptir. Trx ve Prx rediiktaz, kloroplastlarda fotokimyasal olarak
olusturulan hidrojen peroksit siipiiriilmesinde antioksidatif rol oynamaktadir. Bu
koruma mekanizmasinda ‘alternatif su-su dongiisii > rol alir (Detz et al., 2006).
Su-su dongiisiinde, suyun fotolizi ile olusan elektronlar stres sirasinda molekiiler
oksijeni indirger ve siiperoksit radikalleri olugur. Bunlar SOD tarafindan hidrojen
peroksite doniistiiriiliir, hidrojen peroksit ise APX tarafindan suya doniistiiriiliir.

1.3.2 Peroksizomlarda ROS olusumu ve siipiiriilmesi

Peroksizomlarin bitki hiicrelerindeki en temel islevi fotorespirasyondur. Bu
stire¢ , 1518a bagimli O2 alimina ve H202 iiretimiyle iliskili CO2 salinimina
dayanir (Dat et al., 2000).

Fotorespirasyon, fotosenteze bagli karmasik bir siiregtir. Kloroplastlardaki
karbondioksit fiksasyonunun bozulmasi durumunda mezofil hiicrelerinde ribulaz-
1,5-bifosfat karboksilaz /oksigenaz’in oksigenaz aktivitesi artar ve glioksilat
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olusur , peroksizomlara iletilerek glioksilat oksidaz tarafindan hidrojen peroksite
dontstiiriiliir (Noctor et al., 2002).

Yaprak peroksizomlarin matriksinde ksantin oksidaz (XOD) ile olusturulan
stiperoksit , SOD tarafindan oksijen ve hidrojen peroksite doniistiiriiliir (Corpas et
al., 2001).

Peroksizomlarda bulunan katalaz ve/veya peroksidaz fotorespirasyonun arttigi
kosullarda hidrojen peroksit ve suya ve oksijene donilistimiinii saglar (Mittler et
al., 2004).

1.3.3 Mitokondride ROS olusumu ve Siipiiriilmesi

Mitokondriler, ROS kaynagi olarak bilinmelerine ragmen kloroplast ve
peroksizomlarda daha fazla ROS bilesikleri iiretilmektedir (Foyer and Noctor,
2005; Rhoads et al., 2006). Mitokondri de mitokondriyal elektron transport
zincirinde (mtETC) kompleks I ve kompleks III, ROS {iretiminin ana
merkezleridir (Moller, 2007) . Kompleks I ve III ¢ de ubisemikinon ara formu ,
oksijene elektron verir ve siiperoksit iiretilmesine sebep olur bu da hidrojen
peroksite indirgenir (Raha and Robinson,2000 ; Rhoads et al., 2006).

Su stresi boyunca artirilmis mitokondriyal solunum, sitokrom elektron transport
sisteminden oksijene elektronlari transfer ederek stres boyunca potansiyel olarak
ROS iiretimine sebep olur (Norman et al., 2004). Mitokondriyal alternatif oksidaz
(AOX) ve mangan SOD (MnSOD) , sinyal yolunu kontrol mekanizmasinda
anahtar enzimlerdir (Foyer and Noctor, 2005). MnSOD siiperoksit radikalini
H202’¢  g¢evirirken ve oksijen ROS  detoksifikasyonunun baslatici
basamagindayken AOX, mitokondri de diisik ROS {iretimi ve ubiginon
havuzunun merkezinde indirgenmenin devamliliginda rol oynar (Rhoads, 2006).

1.3.4 Apoplastta ROS Olusumu ve Siipiiriilmesi

Apoplast, cevresel streslere yanitta H202 iiretiminin 6nemli merkezlerinden
biridir (Hernandez et al., 2001). Plazma membranina bagli bulunan NADPH
oksidazlar veya peroksidazlar tarafindan olusturulan siiperoksit radikalinin
parcalanmas1 sonucu H2O2 olusur. Olusan toksik diizeydeki siiperoksit ,
Cu/ZnSOD ile siipiiriilmektedir (Sagi, 2006; Streller and Wingsle, 1994).

Apoplastik bosluklarda olusan H202, lignifikasyon olaylarinda temel rol oynar.
Apoplast, kuraklik ve tuzluluk gibi c¢evresel kosullara tepki olarak H2O2’nin
tiretildigi 6nemli bir bolgedir (Hu et al., 2005).
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NADPH oksidazlar haricindeki diger apoplastik ROS olusturan enzimler, hiicre
ceperi ile iliskili oksidazlar, peroksidazlar ve poliamin oksidazdir (Mittler, 2002).

1.4 Bitkilerde Tuz Stresinin Etkileri

Tuz stresinin etkiledigi ana prosesler; biiylime, fotosentez, protein sentezi, enerji
ve lipit metabolizmalaridir.

Toprak ve sularda tuzluluga, yiiksek miktarda tuz varlig1 sebep olur. En ¢ok Na+
ve Cl- iyonlarinin varligi tuzluluga sebep olur. Tuz stresinin bitkiler {izerinde ii¢
ana etkisi vardir; indirgenmis su potansiyeli, iyon homeostazisinde dengesizlik ve
diizensizlik ve toksisite. Degisen su potansiyeli ilk olarak biiyiimede
indirgenmeye ve bitki verimliliginin sinirlanmasina yol agar. Bundan dolay1 tuz
stresi ozmotik ve iyonik stresleri de icermektedir (Hagemann and Erdmann,1997;
Hayashi and Murata, 1998).

Tuz stresi, bitki biliylimesinin inhibisyonuna sebep olur bunun yaninda bitki
yapraklarinin, koklerinin, govdelerinin yas ve kuru agirliklarinda da ciddi bir
azalmaya sebep olur (Hernandez et al., 1995). Bitkilerde, artan tuzluluk miktarma
bagli olarak birbiriyle iliski halinde olan su potansiyeli ve ozmotik potansiyelin
azalmasi, turgor basincinin artmasina sebep olur (Morales et al., 1998; Hernandez
et al., 1999).

Tuzluluk bitkilerde fotosentetik pigment ve proteinleri negatif etkiler
Yapraklarda klorofil ve total karotenoid igerikleri azalma goriiliir. Yasli yapraklar
da klorozis olusumu gozlenmeye baglar ve tuz stresi periyodunda dokiiliirler
(Hernandez et al., 1995). Yapraklar1 ¢oziilebilir protein igerigindede tuzluluga
yanitta azalma gerceklesir (Parida et al., 2002). Lipitler hiicresel membranlarda
bulunan en etkili enerji depolama merkezleridir, yiiksek konsantrasyonlardaki tuz
stresi sirasinda igerikleri azalir.

1.5 Bitkilerde Tuza tolerans Mekanizmalari

Bitkiler cevresel streslere karsi cesitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Bitkiler
iyonlarin bdlmelendirilmesi, ozmolitlerin sentezi, ROS’lar1 siipliren antioksidan
enzim sisteminin varligi, fotosentez yolunda degisimler, membran yapisinda
degisimler, fitohormonlarin uyarilmasi ve tuz bezleri yoluyla iyonlarin atilmasi
gibi mekanizmalar kullanmaktadirlar (Parida and Das, 2005).



XXXil

Cizelge 2. Tuz stresine kars1 tolerans saglama amaciyla aktive olan
genler/proteinlerin fonksiyonel gruplari

Karbon metabolizmasi ve enerji liretimi / fotosentez
Hiicre duvarinin/membraninin yapisal bilesenleri
Su kanal proteinleri

1yon taginimi

Oksidatif stres savunma mekanizmasi
Detoksifikasyon enzimleri

Proteinazlar

Sinyalizasyonun proteinleri igermesi

O 0 9 O N kA~ W N =

Transkripsiyon faktorleri

Cizelge 3. Bitkilerde Tuza Tolerans Mekanizmalar1 (Munns and Tester, 2002)

1.5.1 Iyonlarin Bélmelendirilmesi

Iyon tasmiminin diizenlenmesi bitkilerin tuza toleransinda &nemli faktorlerden
biridir. Halofitler sodyum ve klor iyonlarimi yaprak hiicrelerinin vakuollerinde
biriktirerek , sitoplazmadaki iyon konsantrasyonlarini zararsiz hale getirmis
olurlar (Binzel et al., 1988). Bitki hiicrelerinde iyonlarin dagilimi membran
proteinleri ile ger¢eklesmektedir, bunlar; H+-ATPazlar, plazma membranindaki
Na+/H+ tasiyicilari, tonoplasttaki Na+/H+ pompalar1 ve Na+‘ya oranla K+‘ya
seciciligi olan katyon kanallar1 (DuPont, 1992).

Tuz stresi altinda sitozolik enzimlerin aktivitesi icin K+ ve Na+ dengesinin
korunmasi ¢ok dnemlidir. Sitozoldeki K+ iyonlarinin oraninin, etkili bir metabolik
performans i¢in 100-200 mM diizeyinde tutulmasi gerekir. K+ iyonlarindaki
biiyiik degisikliklerle basa ¢ikabilmek i¢in bitkiler ¢ok sayida K+ tastyicisini
kodlayan genlere sahiptirler (Maathius et al., 1997; Very and Sentenac 2002,
2003). Sodyum, bu K+ tastyicilarinin bazilarini sitozole girebilmek icin kullanir.
Bunun i¢in tuz stres sinyalinin alinmasi, iyon tasimiminin diizenlenmesini
gerektirir. Bu yonde modeller gelistirilmistir ve bitkilerde SOS (Salt Overly
Sensitive) genlerine dayal1 bir sinyal yolu saptanmustir .
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Sekil 5. SOS sinyal yolu (Demiral ve Tiirkan, 2009).

1.5.2 Ozmolitlerin sentezi

Bitki hiicreleri ozmotik strese yanit olarak c¢oOziinmiis madde potansiyellerini
diisiiriir su potansiyellerinin diizenlenmesi i¢in ‘uyumlu bilesikler ’ olarak
adlandirilan ozmolitleri sentezlerler. Denge olusturan bu ¢oziinmiis maddeler
enzimlerin islevlerini etkilemeyen organik bilesiklerdir. Bir aminoasit olan prolin,
sorbitol ve mannitol gibi seker alkolleri ve glisinbetain olarak adlandirilan bir
quaterner amin denge olusturan ¢oziinmiis maddelerdendir. Genellikle organik
¢Oziinen maddeler olmasina karsin, K+ gibi 6nemli elemental iyonlardan da
olusurlar. Organik olma 6zellikleriyle ozmoprotektanlar, sitoplazmaya yerlesirken
inorganik iyonlar kuraklik ve yliksek tuz kosullarinda turgorun korunmasini ve
ozmotik dengenin saglanmasini kolaylastirmak i¢in vakuolde tutulurlar (Louis and
Galinski, 1997; Delauney and Verma, 1993). Bu maddeler hiicrede yaygin olarak
birikirler. Bitkiler ozmolitleri sentezleyerek kok zonunda giderek artan tuzluluga
kars1 diizenleme yaparlar.

Tuz stresine toleransin bircok gen arasinda karmasik bir iliskiye bagli oldugu
bilinmesine ragmen ozmolit birikimindeki artis stres toleransinin en azindan bir
yoniinii artirmak i¢in Onemli mekanizmalardan biridir (Hare ve ark.,1998).
Uyumlu bilesikler tuz birikiminin dengesini veya su kaybini1 6nlerler bun unla
birlikte ozmotik etki i¢cin koruma c¢ok diisiik konsantrasyonlarda meydana
gelebilir. Bu koruma serbest radikalleri siipiirme (Smirnoff and Cumbes, 1989),
makromolekiilleri ve membran yapilarimi kararli hale getirme (Galinski, 1993)
veya diisiik molekiiler agirlikli saperonlar (Bohnert and Jensen, 1996) gibi diger
olast mekanizmalar1 ortaya ¢ikarir. Ayrica karbon ve enerjinindepolanmasinda
koenzimlerin diizenlenmesinde (Lewis, 1967) gorev almaktadir. Ornegin;
glisinbetain (GB), su kithiginda uyumlu bilesik olarak gdérev yapan bir quaterner
amonyum bilesigidir ve su stresi sirasinda PSII’yi korudugu rapor edilmistir
(Murata et al., 1992). Aminoasitlerden olarak bilinen prolin ise membran
kararliligina yardimc1 olan ozmolitlerdendir (Hanson and Burnet, 1994 ).

1.5.3 Yapraklarda Olusan Tuz Bezleri

Halofit bitkiler dokularinin tuz igerigini kontrol etmek i¢in 6zel mekanizmalar
gelistirmiglerdir. Bunlar bazi organlarda tuz salgilama, yaprak tiiylerinde tuz
birikimi, yash yapraklarin dokiilmesi ve tuzun diger organlara talinmasi olarak
sayilabilir (Waisel et al., 1986).

Tuz sediri (Tamarix sp.) ve Tuz ¢alis1 (Atriplex sp.) gibi tuza direngli baz1 bitkiler
iyonlar1 koklerden disar1 atmazlar; bu bitkilerin yapraklarinin yilizeylerinde tuz
bezleri bulunur. Bu bezlere tasinan iyonlar orada kristallestirilerek zararsiz hale
gelirler. Genelde halofitler siirgiin hiicrelerinde, glikofitlerden daha fazla iyon
biriktirebilirler.
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1.6. ROS’larin Antioksidan Enzim Sistemi ile Yok Edilmesi

Bitkiler, ROS’lan siipiirmeleri i¢gin APX, SOD, CAT, POX, GR ve DHAR gibi
enzimatik antioksidantlar gelistirmislerdir (Vranova et al.,, 2002). ROS
detoksifikasyonunun anahtar enzimleri SOD, CAT, POX, APX ve Halliwell-
Asada dongilisiinde (askorbat-glutatyon yolu) rol alan diger enzimlerdir. Stres

kosullar1 altinda bu enzimlerin her birinin aktivitesinde artis gozlenmektedir
(Zhao et al., 2008).

1.6.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD siiper oksit radikalinin hidrojen peroksite ve oksijene dismutasyonunu
katalizleyen metal igeren bir enzimdir. SOD tarafindan H202 ‘ye dismutasyon,
Fenton Reaksiyonu tarafindan hidroksil radikalini olusturur (Foyer et al., 1994).

Sekil 6. Fenton Reaksiyonu

SOD, metal kofaktorlerine gore {i¢ ana gruba ayrilir: (i)Cu/ZnSOD, (ii))MnSOD,
(111)FeSOD. Cu/ZnSOD, bu enzimler kendi kofaktorleri olarak bakir ve ¢inkoyu
kullanirlar ve bitkilerde baglica sitosol ve kloroplastta bulunurlar. Sitoplazmik
Cu/ZnSODlar bitkilerde homotetrameriktirler. MnSOD, kofaktorii olarak
mangana sahiptir, mitokondri ve peroksizomlarda bulunur. FeSOD, hayvanlarda
bulunmaz ve dominant olarak kloroplastlarda bulunurlar. Ornegin Arabidopsiste
bu SOD tiplerinin her birinin farkli izoformlar1 bulunmaktadir: Cu/ZnSOD
izoformlar1 —-CSD1, CSD2, CSD3-, MnSOD izoformlari —-MSD1-, FeSOD
izoformlar1 — FSDI1, FSD2, FSD3- (Kliebenstein et al., 1998). Bitkilerde
siiperoksit radikallerinin siipiiriilmesi, ¢esitli SOD izoformlariin aktivitelerinin
farkli diizenlenmesi tarafindan meydana gelir (Wang et al., 2004). Yer aldiklar1
yer disinda SOD izozimleri KCN ve hidrojen peroksite karsi duyarlilikta da
farklilasma gosterirler . MnSOD bu inhibitorlere direng gosterirken, Cu/ZnSOD
her ikisine de duyarlidir. FeSOD ise KCN ye direngli ve hidrojen peroksite
duyarlidir (McKersie, 2000).
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Sekil 7. Bitki hiicresinin farkli organellerinde antioksida

1.6.2 Katalaz (CAT)

CAT, H202 siipiiriilmesinde gorevli hem-igeren tetramerik bir enzimdir (Guan
and Scandalios, 1993). Tohum g¢imlenmesi tuz stresi ve diger abiyotik stres
kosullar1 sirasinda bitki katalazlar1 fotorespirasyon fonksiyonlarinda ve yag
asitlerinin B-oksidasyonu boyunca H2O?2 siiriilmesinde gorevlidir (Willekens et
al., 1995).

Katalaza ait ii¢ izoform belirlenmistir. CAT1, CAT2, CAT3 farkli gorevlere
sahiptir ve bitki dokularinda farkli yerlerde bulunmaktadirlar. CATI,
peroksizomlarda, hidrojen peroksitin siipliriilmesinde gorevlidir. CAT2 vaskiiler
dokularda bulunurken, CAT3 ise tohumlarda, gen¢ fidelerde bulunmaktadir ve
glioksizomlardaki hidrojen peroksiti savurma gorevindedir (Dat, 2000).

Hidrojen peroksitin suya ve oksijene parcalanmasini katalizlerler. Kataliz
aktivitesi tuz stresi, sicaklik ve soguk stresi ile azalabilir ¢iinkii ¢evresel streserle
uyarilan ikincil oksidatif strese karsi bitkinin cevabi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Kloroplastlarda katalazin yoklugu Kalvin Ddngilistindeki tiol
bagli enzimlere zarar verebilir. Ayrica katalazin hidrojen peroksite karsi ilgisi
diger enzimlere gore daha diisiiktir.

1.6.3. Peroksidaz (POX)

Peroksidazlar, hayva, bitki ve mikroorganizmalarda bulunan hidrojen peroksit ile
cesitli indirgeyicilerin arasinda indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarini
katalizleyen enzim sinifidir.
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Peroksidazlarin ii¢ smifi bulunmaktadir. Askorbat peroksidaz ve snif3 bitki
peroksidazlar1 (guasiol tip peroksidazlar; GPX) antioksidan sistemle ilgili olan
onemli bitki peroksidazlaridir.

1.6.4 Askorbat peroksidaz (APX)

APX, bitki hiicrelerinin ¢ogunlukla sitosolunde ve kloroplastlarinda bulunan
H202 ‘yi savusturmakla sorumlu anahtar enzimlerdir. Askorbatin H202
tarafindan oksidasyonunu katalizler ve monodehidroaskorbat radikalini (MDA)
olustururlar. Hiicrede kloroplast stromasindaki c¢oziinebilir (sAPX), tillakoide
bagli (tAPX), sitosolik (cAPX) ve glioksizom membrania (gmAPX) bagl olmak
tizere 4 farkli APX tespit edilmistir (Campa, 1991).

Askorbat-glutasyon dongiisii enzimleri bitkilerde oksidatif stresle basa ¢gikabilmek
icin Onem tasimaktadirlar. APX, askorbik asiti (Asc) elektron verici olarak
kullanarak H202 ‘yi indirger (Bowler ve ark.,1992) .

Bitkilerde yliksek antioksidan enzim diizeyleri ile hem azalan hem de artan
ROS’larin olusturdugu oksidatif hasara karsi tolerans gosteren bir ¢ok kanit
mevcuttur (Parida ve Das, 2005).

Bircok arastirmact SOD , CAT , APX ve GR enzimlerinin tuz stresi ile
degisimini rapor etmistir (Hernandez, 2000; Mittova,2002; Azevedo, 2006)

1.7 ROS Siipiiriilmesinde Enzimatik Olmayan Antioksidantlar

Enzimatik antioksidantlara ek olarak bitkiler, stresin neden oldugu oksidatif
stresin etkilerini yok etmede 6nemli rol oynayan enzimatik olmayan molekiillere
de sahiptir. Enzimatik olmayan bu antioksidantlar; askorbik asit, a-tokoferoller,
karotenoidler, flavonoidler, glutatyondur (Noctor ve Foyer,1998; Schafer ve ark.,
2002).

a-tokoferoller, biitlin bitkilerde sentezlenen lipofilik antioksidantlardir. Lipidlerin
poliansatiire gruplariyla etkilesim halindedir. Membranlar1 stabilize eder ve
oksidatif stres iiriinleriyle, ¢oziiniir lipidleri ve birgok ROS’u siipiiriir. (Wang ve
Quinn, 2000). o-tokoferol seviyeleri bir¢ok abiyotik strese yanitta fotosentetik
bitki dokularinda artar. ( Munne — Bosch ve Algere, 2003).

a-tokoferol antioksidant olarak ve stabilizer olarak biyolojik membranlarda 6zgiin
bir rol oynar. a-tokoferol (6zellikle fotosentetik membranlarda) hiicrelerin
biyolojik membranlariyla iliskili bir lipid ¢6ziiniir antioksidanttir (Lawlor, 2002;
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Kanwischer ve ark., 2005) Protoplastlarda ve kloroplastlarda sentezlenir ve
hiicrelerin membranlarinda lokalize olur. (Smirnoff, 1995)

Askorbik asit, dogada bol bulunan potansiyel bir oksidant oldugu bilinmektedir
(Smirnoff, 2000) Hiicre genislemesinin diizenlenmesinde gorevlidir(Crivalli,
2003). GSH gibi askorbatta suda ¢oziinebilir ve bir¢cok hiicre tipinde ve
orgenallerde ve apoplastta bulunur.

Normal fizyolojik kosullar altinda yaprak ve kloroplastlarda daha ¢ok indirenmis
formda mevcuttur (Smirnoft, 2000). Askorbik asit dogrudan siiperoksiti, hidroksil
radikallerini ve tekli oksijeni baskilar ayrica hidrojen peroksiti askorbat
peroksidaz reaksiyonu yoluyla suya indirger (Foyer ve ark., 1997).

Glutatyon, sitosol, kloroplast, endoplazmik retikulum, vakuol ve mitokondri gibi
hiicrenin bircok bdlmesinde bulunan  sistegin igeren bir tripeptit olarak
bitkilerdeki c¢ok 0©nemli metebolitlerden biridir (Jimenez ve ark., 1997).
Glutatyonun indirgenmis formu potansiyel olarak tekli oksijeni, hidrojen
peroksidi ve hidroksil radikali gibi diger radikallleri de siipiiriir (Noctor ve
Foyer,1998). Bunun yaninda GSH askorbat glutatyon dongiisiiyle diger bir
potansiyel suda ¢oziilebilir antioksidant olan askorbit asidin yeniden olusumuyla
andioksidatif savunma sisteminde énemli bir rol oynar (Foyer et al., 1997). Stres
siddeti arttifinda glutatyon konsantrasyonlar1 genellikle azalir ve redoks durumu
daha ¢ok okside olur dolayisiyla sistem zararsiz olur (Parida, 2000).
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1.2 B6 VITAMINI

B6 vitamini birgok metabolik enzim ve aminoasit metabolizmasinda kofaktor
olarak 6zel bir rol oynayan pridoksamin, pridoksal ve fosforlanmis bilesiklerine
verilen genel bir addir ve bunun yaninda tiim organizmalar igin gereklidir
(Schneider et al, 2000; Chen ve Xiong, 2005). Vitamin B6 dekarboksilasyon,
deaminasyon ve transsiilfiirasyon gibi metabolik olaylarda da bulunan enzimler
i¢cin kofaktor olarak gorev alir (Drewke and Leistner, 2001; Denslow et al., 2005).
Ayrica vitamin B6, bazi antibiyotik prekursorlerinin  liretimini  ve
aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) sentezini ger¢eklestiren karbonhidrat ve
lipid metabolizmasinda da rol alir (Drewke ve Leistner, 2001) .

Vitamin B6, bir hidroksil grubu tasiyan pridoksin, bir aldehit olan pridoksal ve bir
amino grubu tasiyan pridoksaminden olusur ve bu ii¢li fosforlanirsa bir¢ok dnemli
enzimatik olayda kofaktor olarak kullanilan ve biyolojik olarak en aktif form olan
pridoksal 5’-fosfat (PLP) meydana gelmektedir. PLP-bagimli enzimler, 140’dan
fazla birbirinden farkli enzimatik reaksiyonu katalizler. Ornegin; PLP-bagiml
enzimler yag asit metabolizmasim1 katalizler, PLP-bagimli glikojen fosforilaz
depo glikojenin yikiharak glukoz salinimini saglar.

De novo vitamin B6 biyosentezinin bilinen iki yolu vardir: deoksiksiloz-
5’fosfat(DXP)- bagimli ve DXP-bagimsiz. DXP-bagimli de novo vitamin B6
biyosentezi Obakterilerde ; DXP-bagimsiz yol ise bazi bakterilerde , archaea ve
Okaryada bulunmaktadir (Schmidt ve ark.,1996) . DXP-bagimli de novo B6
vitamini biyosentezi, gram negatif bakteri olan E. Coli de ¢alisilmistir. E.coli de
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B6 vitamin PdxJ ve PdxA’nin ¢alismasiyla tretilir. Bu iki B6 vitamini sentaz
proteinleri PLP olusturmak i¢in 4-fosfohidroksi-L-treonin (4HPT) ve DXP ‘yi
kullanmaktadir ( Zhao ve Winkler,1996).

De novo B6 vitamini biyosentez yolu ise DXP-bagimsiz yoldur. ki protein igerir:
PDX1 ve PDX2. Bu iki sentaz proteini PLP ‘yi riboz 5’-fosfat ya da ribuloz
5’fosfattan direk sentezler (Zhu et al., 2005 ; Xiang et al., 2005) . PDX1 , en son
zincir kapanmasini, PDX2 ise glutaminden glutamat olusumunda glutaminaz
olarak is goriir.

PNP veya PLP sentezine ek olarak, salvaj yolu araciligtyla vitamerler birbirine
dontisebilmektedir. Bu doniisiimler, kinazlar ve oksidazlar yardimiyla tamamlanir
(Hill et al., 1996 ; Yang et al., 1996-1998) . Salvaj yoluyla ilgili calismalar PN,
PL ve PM’nin ilgili 5’-fosfatlarina fosfarlandigi 2 farkli kinaza sahip olan E. coli
de yapilmustir. Bu iki farkli kinaz substrat segiliklerine goére PdxY substrat olarak
PL iizerind ; PdxJ ise substrat olark fosfarlanmis {i¢ farkli vitamer kullanir.

Sekil 8. De novo yolu ve salvaj yolunun sematik gosterimi .

Bir ¢ok dkaryot bir basit kinaz ve bir dimer agiga ¢ikaran farkli organizmalardan
kristal yapida olan bir kinaz igerir (Cao et al., 2006; Safo et al., 2004). Iki
monomerin her biri, aktiviteleri icin ATP ve metal iyonlarin1 kullanan aktif bir
bolge igerir (Musayev,2007).

E.coli’ de bulunan PdxJ ve PdxK kinazlarmin aksine , PdxH’in , fosforlanmis
formlar olan PNP ve PMP’yi PLP’ye direk okside ettigi goriilmiistiir (Zhao et al.,
1995-1996).

Sekil 9. E.coli B6 vitamini sentez
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Maya da bulunan pridoksin fosfat oksidaz, PDX3, tanimlanmistir ve bu gene ait
mutantlar da oksidatif stres duyarliligi artmaktadir (Loubbardi, 1995). ilging
olarak, Arabidopsis’te yakin zamanlarda tanimlanan bir oksidaz olan, AtPPOX,
bu mayaya diren¢ saglamaktadir (Sang et al., 2007) .

Aktif B6 vitamini kofaktorlerinin  havuzunda PLP/PMP/PNP ¢ nin
defosforilasyonu en 6nemli kontrol noktasi oldugundan dolayr ¢ok kritik bir
basamaktir. PLP/PMP/PNP ‘nin spesifik olmayan defosforilasyonunun, alkalin
fosfataz ve asit fosfotazlar tarafindan gerceklestigi rapor edilmistir (Fonda et al.,
1991; Bull et al.,2002).

B6 vitamini bitki hiicrelerini oksidatif stresten korumak i¢in ¢ok 6nemli bir rol
oynar. Clinkii B6 vitamini antioksidant etki gdstermektedir (Ehrenshaft et al.,
1998 ; Bilski and Daub, 2002) .

Salvaj ve de novo yollarin1 kodlayan genlerin mutasyonlariyla olusan birbirinden
farkl1 bircok fenotipte B6 vitamini sentezinde, tuz ve ROS’a duyarlilik
gOriilmiistiir.

Cizelge 4. B6 vitamini de novo ve salvage yollarinin mutant drnekleri

Birbirinden farkli birgok ¢alisma sonucu B6 vitamininin oksidatif strese ve diger
abiyotik streslere toleransta ¢ok dnemli rol oynadig1 ortaya koyulmustur. Ornegin
Arabidopsis thaliana PDX1.3’iin, ROS igeren bir kimyasal olan Rose Bengal
uygulamasina asir1 duyarlilik gosterdigi goriilmiistiir (Chen et al., 2005). Ayrica
Arabidopsis pdx 1.3 mutantlar1 tuz ve UV-B uygulamalarina da asir1 duyarlilik
gostermektedir.

Hiicre de ve stresorler de abiyotik strese karsi toleransta, B6 vitamini
biyosentezini iceren generin ifadelerinde ciddi bir artis oldugu bulunmustur.

B6 vitamini inhibitorii bir antibiyotik olan klomazondur. Klomazon DXP bagimli
yolu baskilar ve PLP iiretimini engeller. Klomazon, dimethazon ya da FMC
57020 olarak da bilinir.
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Sekil 10. Klomazonun yapisi

Bitkilerde bilinen B6 vitamini biyosentezi ve PDX protein aktivitesi esas olarak
Brassicaceae liyesi olan Arabidopsis thaliana’dan ortaya ¢ikarilmistir (Tambasco-
Studart et al., 2005; Wagner et al., 2006; Denslow ve Daub, 2007). Arabidopsis
genomu ii¢ AtPDX1 proteini kodlar; AtPDX1.1, 1.2 ve 1.3 fakat sadece bir tane
AtPDX2 proteini kodlar.

Cizelge 5. Arabidopsis genomunun kodladigi ii¢ PDX1 proteini ve bir PDX2
proteininin mRNA miktarlari

Bu ¢alisma da kullanilan AtPDX1.3, geciken ¢igeklenme, azalan klorofil
icerigi ve kisa kok uzunlugu gostermektedir (Tambasco-Studart et al., 2005;
Wagner et al., 2006).
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Sekil 11. Uygulama yapilan Arabidopsis thaliana ve pdx 1.3 bitkileri
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Arabidopsis thaliana, Brassicaceae ailesine ait 30 santimetre boya kadar
biiyliyebilen, dikotil, tek yillik otsu bir bitkidir. Arabidopsis thaliana, en ¢ok
bilinen model bitkidir. Kii¢iik boyu ve kisa iireme zamanindan dolay1 genetik
aragtirmalara uygundur ve birgok fenotipik ve biyokimyasal mutanti
haritalanmistir. Arabidopsis genom dizilimi bulunan ilk bitkidir. Arabidopsis'in
genom dizilimi, TAIR veri tabani tarafindan saglanmistir. Arabidopsis kendilesir
ve iki generasyon sonra seleksiyon yapilir. Tek bitki 5.000-10.000 tohum
olusturur. Genom dizisi bilinmektedir. Genom 125 Mb ve 25498 gen
icermektedir.

Calismamizda Arabidopsis yabani tip Columbia ve pdx1.3 bitkileri kullanilmistir.
Bitkiler iki farkli Murashige and Skoog (MS) ortami hazirlanarak yetistirildi
(Murashige and Skoog, 1962). Ilk ortama B6 vitamini eklenmezken, diger ortama
100uM pridoksin eklendi. Bitkiler 16/8 151k periyodu, 22°C oda sicakliginda iklim
odasinda yetistirildi. Col kontrol grubuna 13. Giinlerinde klomazon uygulamasi
(10-4M) yapildi. Bitkilere 15. gilinlerinde 100mM NaCl stresi uyguland1 ve 48
saatlik uygulamadan sonra hasat edilerek analizleri yapildi.

Bu calisma da, Arabidopsis mutantt pdx1.3’e ve yabani tipe tuz stresi altinda
distan B6 vitamini uygulanarak H202 miktarlari, SOD, GR, APX, POX ve CAT
gibi antioksidan enzim aktiviteleri ve izozimleri belirlenmistir. Ayrica bu
parametreler biliylime, yaprak su potansiyeli, bagil su icerigi ve lipid
peroksidasyonu gibi diger fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerle
iligkilendirilmistir.

Tuz stresi altindaki Arabidopsis mutantinin (pdx1.3) antioksidan savunma
sisteminde olusan yanitlarla ilgili literatiirde sinirli sayida arastirma mevcuttur.
Literatiirdeki bu eksiklik g6z oniline alindiginda, yabani tip Arabidopsis’in tuza
tolerans mekanizmasinin aydinlatilmasi, tuzluluk problemiyle kars1 karsiya kalan
bolgelerdeki sinirlt bitkisel tiretimin artirilabilmesi i¢in gerekli en temel ve orijinal
bilgileri saglayacaktir.



xliv

2. MATERYAL VE METOT

2.1.Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

2.2. Biiyliime Parametreleri

Arabidopsis thaliana yabani tip ve B6 vitamini eksik mutant (pdx1.3) bitkileri 15.
giinlerinden yapilan 48 saatlik tuz uygulamasmin sonunda hasat edilmistir. Bu
sirada her gruptan rasgele beser tekrarhialinanbitkilerin gévde uzunluklar1 ve yas
agirliklar1 (YA) Olclilmiistiir. Daha sonra ornekler 70°C ‘de 72 saat etiivde
bekletilerek kuru agirliklar1 (KA) belirlenmistir.

2.3 Yapraklarda Bagil Su Miktar1 (RWC)

48 saat siiren tuz stresi uygulamasiin sonunda tiim bitki gruplarindan yaklasik
olarak esit boylardaki yapraklardan 6rnekler alinarak yas agirliklart 6l¢iilmiistiir.
Daha sonra yapraklar 6 saat boyunca diisiik 151k altinda 50 ml deiyonize su
bulunan petrilerde bekletilerek turgorlu hale ge¢meleri saglanmistir. Bu siire
sonunda turgorlu yapraklar kurutularak tartilmis ve turgor agirliklari
belirlenmistir. Tartilan yaprak Ornekleri 48 saat siireyle 65-70°C’de etiiv de
kurutulduktan sonra kuru agirliklar1 Olglilmiistiir. Her bir gruba ait yaprak
orneklerinin RWC degerleri Smart ve Bingham , (1974)’in asagida verilen
formuliine gore hesaplanmustir.

RWC(%) = [(Yas Agirlik-Kuru Agirlik) / (Turgorlu Agirlik-Kuru Agirlik)] x 100
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2.4 Yaprak Ozmotik Potansiyeli

Yaprak ozmotik potansiyeli, Wescor 5500 marka ozmotik potansiyel sistem cihazi
ile mmol kg-1 olarak &l¢iilmiistiir. Olgiimler her bir gruptan beser tekrarli olarak
kaydedilmistir. Sonuglar Santa Cruz ve arkadaslarina (2002) gore 2.408x10-3
katsayistyla garpilarak MPa’ya c¢evrilmistir.

2.5 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.5.1 Enzim Ekstratlarinin Hazirlanmasi

Antioksidan enzim ekstraksiyonu i¢in -80°C’lik derin dondurucuda bekletilen 1 gr
yaprak Ornekleri , SOD , CAT, GR ve POX i¢in sogutulmus havanda 50mM Tris-
HCL (pH 7.8) , 0,1 mM EDTA , %0.2 TritonX100 , | mM PMSF , 2 mM DTT
iceren homojenizasyon tamponuyla homojenize edilmistir. APX i¢in
homojenizasyon tamponuna 2mM ascorbat ilave edilmistir.  Homojenatlar
14000g’de +4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen
slipernatant, enzim aktivitelerinin  belirlenmesinde  kullanilmigtir.  Tim
spektrofotometrik Olglimler Shimadzu UV-1600 ile yapilmistir ( Shimadzu,
JAPAN).

2.5.2 Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) Izozim/Enzimlerinin

Aktivitelerinin Belirlenmesi

CAT izozimleri Woodbury et al. (1971) tarafindan tanimlanan metoda gore
belirlenmistir. 10pug protein iceren Ornekler %7.5 luk denatiire olmayan
poliakrilamid jelde (PAGE) sabit akim altinda (60 mA) yiiriitildiikten sonra ,
jeller %0,003 H202’de 5 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra jeller %1 FeCl ve %1
K3Fe(CN6) igeren soliisyonda 10 dk boyanmaya alinmustir. Yesil renk goériinmeye
baslar baglamaz jeller deiyonize su ile yikanmustir.

Total katalaz (CAT) enziminin aktivitesi, Bergmeyer (1970)’in tanimladig:
yonteme gore belirlenmistir. Bu enzimin aktivitesi dakikada tiiketilen pumol H202
miktar1 olarak ifade edilmistir. Reaksiyon boyunca absorbansta olusan diisiis 180
sn boyunca 240nm’de izlenmistir.

2.5.3 Siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1) Enim/Izozimlerinin  Elektroforetik
Ayrimi

Esit miktarda protein iceren (100mg/well) yaprak ekstratlar1 Laemli (1970)’ye
gore Native-Page ile ayrilmistir. SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich
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(1971)’e  gore, riboflavin ve nitrobluetetrazolium(NBT) boyamas1 ile
belirlenmigstir. Jeller 45 dk boya ¢ozeltisinde bekletildikten sonra, SOD izozim
bantlarinin densiyometrik analizi Bio-1D yazilim programinda goriintiileme cihazi
ile gerceklestirilmistir. Bir birim SOD aktivitesi, 560nm’de spectrofotometrede
Olgiilen elektron alicis1 olan NBT’nin fotokimyasal rediiksiyonunun %350
inhibisyonuna neden olan enzim miktari, spesifik enzim aktivitesi ise U/mg
protein olarak belirlenmistir. Unit, 25°C’de 1 dakika 1umol substrati iiriine
doniistiiren enzim (SOD) miktarin1 gostermektir.

Elektroforetik SOD izozimlerinin ayrimi Beauchamp and Fridovich (1971)’e gore
riboflavin ve nitroblue tetrazolium boyamasiyla yapilmistir. Esit miktarda protein
(20pg) iceren Ornekler, denatiire olmayan (SDS igermeyen) poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE)’ne tabi tutulmustur (Laemmli, 1970). SOD o6rnekleri 4°C’de
sabit akim altinda (120 mA), % 5 toplayici jel (stacking gel) ve % 12 ayirict jelde
(seperating gel) yiirtitiilmiistiir.

2.5.4 Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) izozim/Enzimlerinin

Aktivitelerinin Belirlenmesi

Elektroforetik POX izozimlerinin ayrimi1 Seevers ve arkadaglarina (1971) gore
yaptlmistir. 30 pg protein igeren Ornekler %10’luk denatiire olmayan
poliakrilamid jelde (PAGE) 60mA sabit akim altinda yiiriitilmiistiir.
Elektroforezden sonra olusan bantlar1 gorebilmek igin jeller karanlikta 30 dk
boyunca, DAB ve hidrojen peroksit iceren 200mM Na-asetat tamponunda (pHS5.0)
inkiibe edilmistir. Daha sonra jeller %7’lik asetik asit soliisyonunda saklanmustir.

Total peroksidaz enzim aktivitesi, Herzog ve Fahimi (1973)’nin tanimladig:
yonteme gore yapilmistir. Kore karst 465nm’de hidrojen peroksit varliginda
okside olan DAB (3’-3’-diaminobenzidin tetrahidroklorit) olusumunun miktarina
bagh olarak li¢ dakika boyunca absorbans degisimleri okunmustur. Reaksiyon
hidrojen peroksitin katilmasiyla baslamis ve absorbans artis1 izlenmistir. Spesifik
enzim aktivitesi dakikada tiiketilen pmol/ml hidrojen peroksit olarak ifade
edilmistir.

2.5.5 Glutasyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Total Enzim

Aktivitesinin Belirlenmesi
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Glutasyon rediiktaz (GR) aktivitesi, 340nm’deki absorbans azalmasindan yola
cikilarak hesaplanmistir (Foyer ve Halliwell,1976) . NADPH varliginda, okside
glutasyon miktarindaki azalma, kuvartz kiivette kore karsi 180 sn boyunca
izlenmistir. Hesaplamalar glutasyon rediiktaz enziminin ekstinksiyon katsayisi
kullanilarak yapilmistir. Spesifik enzim aktivitesi, dakikada indirgenen 1 mmol/ml
GSSG miktar olarak ifade edilmistir.

2.5.6 Askorbat Peroksidaz (APX; EC1.11.1.11) Total Enzim

Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz aktivitesinin tayini Nakano ve Asada (1981)’ya gore
belirlenmistir. Askorbat okside oldukg¢a, spektrofotometreden 290nm’deki
absorbansta olusan azalma kaydedilmis ve hesaplamalar askorbatin oksidasyonu,
enzim ekstratinin katilmasiyla baslatilmis ve absorbanstaki azalma 180 sn
boyunca izlenmistir. Bir birim APX aktivitesi dakikada okside olan 1mmol/ml
askorbat olarak ifade edilmistir.

2.6 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein icerigi Bradford (1976) ’a gore, bovin serum albumin standart olarak
kullanilarak belirlenmistir.

2.7. Lipit Peroksidasyonu

Yapraklarda meydana gelen lipit peroksidasyon derecesinin belirlenmesi i¢in ,
lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA) seviyesi
Olclilmiistiir. MDA miktar1 Madhava Rao ve Sresty (2000)’e gore belirlenmistir.
Bunun i¢in 0,5 g yaprak Ornegi, TCA (trikloroasetik asit) ile homojenize
edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant TBA (thiobarbitiiriik asit) ve TCA
iceren reaksiyon karigimi pipetlenmis ve tim deney tiipleri 95°C‘de 30dk
isitilmigtir. Karigim 10000g x 15 dk santrifiijlenmistir. Olusan siipernatantin 532
ve 600 nm’deki absorbans degerleri okundu. MDA konsantrasyonu ekstinksiyon
katsayisi (e= 155mM-1 cm-1) kullanilarak hesaplanmistir.

2.8 B6 Vitamini Miktarinin Belirlenmesi

Total B6 vitamini tayini HPLC yontemiyle Marmara Arastirma Merkezi’'nde
yapilmustir.
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2.9 Istatistiksel Analizler

Her bir deneme en az 3 kez tekrar edilmistir ve her bulgu , bliylime parametreleri
disinda (n=10) 2tekrardan olusmaktadir (n=6). Elde edilen veriler Tek-Yonlii
Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ile analiz edilmis ve ortalamalar arasindaki
farkliliklar Lowest Standart Deviations (LSD) testi ile karsilagtirilmigtir. Yaprak
su potansiyeli gibi tekrarlanmali dl¢iimlerde ise veriler Iki-Yénlii Varyans Analizi
(Two-way ANOVA) ile analiz edilmistir. P<0,05 olan degerler istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edilmistir. Istatistiksel analizler SPSS programi (standart versiyon
10.0) ile gergeklestirilmistir. Biitlin sekillerdeki hata ¢ubuklar1 ortalama =+ standart
hatay1 (S.H.) gostermektedir ve ¢izelgelerdeki degerler ortalama + S.H. seklinde
verilmistir.

3.BULGULAR
3.1 Biiylime Parametreler
3.1.1 Bitki Uzunlugu, Total Bitki Yas ve Kuru Agirliklari

Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia ve mutant1 Pdx1.3 bitkilerinin tuz stresi
uygulamalarina bagli olarak nispi biiylime oran1 yas ve kuru agirliklarinda
meydana gelen degisimler Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 6. .Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia ve Mutand1 Pdx 1.3 ¢ iin
tuz stresi altinda bitki boy uzunluklariin, total bitki yas ve kuru agirliklar:
karsilastirilmasi . Cizelgede gosterilen hata ¢ubuklari ortalama + standart hatay1
(S.E.) gostermektedir.(n=6)

YAS AGIRLIK KURU AGIRLIK ~ UZUNLUK
COLMS-  0,056525+0,01 0,0057525+0,001  6,6+1,2
COLMS-N  0,076995+0,013 0,00878125+0,0012 5,625+0,71
COL MS+  0,02746625+0,011  0,00245625+0,001  6,863+1,4
COL MS+ N 0,0891275+0,002  0,01049375+0,0034 6,338+1,24
COL CL 0,0129+0,003 0,0013+0,0005 2,95+0,89
COL CLN  0,02686625+0,01  0,00312+0,0056 3,34+0,98
PDX MS-  0,007093+0,002 0,00128+0,00017  1,240,76
PDX MS-N 0,01637+0,0032 0,00164+0,0008 140,23
PDX MS+  0,01921+0,01 0,00242+0,0001 5,35+1,79
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PDX MS+ N 0,02712+0,015 0,004684+0,0006 4+1,3

Tuz stresine maruz birakildiginda Col ‘un nispi biliylime orani , yas ve kuru
agirliklarindaki azalma , pdx 1.3 ‘ten %80 oraninda daha az oldugu
goriilmektedir. Ortama B6 vitamini ilave edildiginde Col ve pdx 1.3 arasindaki
farkin %10 oldugu goriilmektedir. B6 vitamini sentezini inhibe eden bir inhibitor
olan klomazon uygulanan Col bitkilerinin biiylime parametrelerinde ise tuz stresi
sonucu %48 oraninda bir azalma mevcuttur.

Sekil 12. Kontrol ve 100 mM NacCl stresi altindaki Columbia (Col) bitkileri
(A), Kontrol ve 100 mM NaCl stresi altindaki B6 vitamini uygulanmig Columbia
(Col) bitkileri

Sekil 13 . Kontrol ve 100 mM NaCl stresi altindaki pdx1.3 bitkileri (A), Kontrol
ve 100

mM NacCl stresi altindaki B6 vitamini uygulannmis pdx 1.3 bitkileri



Sekil 14. Columbia ve pdx1.3 bitkilerinin karsilastirilmast

3.2 Bagil Su Igerigi (RWC)

Bitki bagil su igeriginde B6 uygulamasina ve tuz uygulamasina bagli olarak
olusan degisimler asagidaki Sekil 14’de gdsterilmektedir.

Yaprak bagil su iceriginde uygulamalara bagli olarak Arabidopsis thaliana, yabani
tip Columbia ve mutandi Pdx1.3 fidelerinde meydana gelen degisimler sekil de
gosterilmistir.

Sekil 14 . Tuz stresi uygulanan Arabidopsis thaliana , Columbia ve pdx 1.3 mutant
fidelerinin yaprak bagil su igerigi . Siitunlar lizerindeki ayni harfler ayni1 ekotip
icinde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir. (P<0,05)
.Siitunlardaki hata ¢ubuklar1 ortalama + standart hatayr (S.E.) gostermektedir.
(n=06)

Tuz stresi pdx 1.3 mutandinda %40,18 iken Columbia’da ise %26,32 azalmaya
neden olmustur. B6 vitamini uygulamasi sunucu Pdx 1.3’de %22,22, Columbia’da
%19,61 oraninda azalma gozlenmistir. Klomazon uygulamasit yapilan
Columbia’da ise tuz stresi sonucunda bagil su igeriginde %35,14 oraninda azalma
gerceklesmistir.

3.3 Yaprak Ozmotik Potansiyel

Arabidopsis thaliana yabani tip Columbia ve mutant Pdx 1.3 fidelerinin ,
uygulanan 100mM tuz stresine bagli olarak yaprak ozmotik potansiyelindeki
degismeler asagidaki sekil 15°de verilmektedir.

Tuz stresi pdx 1.3 mutantinin ozmotik potansiyelinde %31,75, Columbia’da ise
%10,51 oraninda azalmaya neden olmustur. B6 vitamini uygulamasi sunucu
Pdx1.3’de %38, Columbia’da %20 oraninda azalma goézlenmistir. Klomazon
uygulamasi yapilan Columbia’da ise tuz stresi sonucunda ozmotik potansiyelinde
%16,79 oraninda azalma gerceklesmistir.
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Sekil 15. 100mM NaCl uygulanan Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia ve
mutanti Pdx 1.3 fidelerinin ozmotik potansiyel degisimleri (1,COL C; 2,COL
NaCl; 3,COL+B6; 4,COL B6+ NaCl; 5,COL CL; 6,COL CL NaCl; 7,PDX C;
8,PDX NaCl; 9,PDX+B6; 10,PDX B6+ NaCl ) Siitunlar {iizerindeki ayni harfler
ayn1 ekotip i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gdstermektedir.
(P<0,05) .Siitunlardaki hata cubuklar1  ortalama + standart hatay1 (S.E.)
gostermektedir.(n=6)

3.4Antioksidant Enzim Aktivite Sonuglari
3.4.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) Izoenzim Aktivite Sonuglari

SOD enzimine ait elektroforetik ayrimda 6 farkli SOD izozimi tespit edilmistir.
Bu izozimlerden 3 tanesi KCN ve H202 ‘den etkilenmemelerinden dolayr Mn-
SOD olarak belirlenmis ve bu izoenzimler jel de gosterdikleri hareket
pozisyonlarmma gore sirastyla Mn-SOD1 , Mn-SOD2 , Mn-SOD3 seklinde
tanimlanmustir. Diger bandlardan biri ise H202’e gosterdikleri duyarlilik ve
KCN’ye gosterdikleri dayaniklilik nedeniyle Fe-SOD1 seklinde tanimlanmugtir.
Diger 3 bant ise Cu/Zn-SOD olarak belirlenmistir ve Cu/Zn-SOD1, Cu/Zn-SOD2
ve Cu/Zn-SOD3 olarak tanimlanmistir. Tanimlanan her bir SOD izozimine ait
densiyometrik analiz Cizelge 7’de verilmistir.

B6 uygulanan Col ve pdx1.3 bitkilerine stres uygulanmasi sonucu temel SOD
aktivitelerinin %7 oraninda arttig1 tespit edilmistir. Col ve Pdx1.3 control
gruplarinin temel SOD aktiviteleri birbirine benzerdir her iki grupta da Mn-SOD?2,
total SOD aktivitesinin %355’in1 olusturdugu goriilmektedir. B6 uygulamasi
yapilan gruplarda Mn-SOD1 izoenzimi goriilmemektedir. Tuz stresi altinda B6
vitamini inhibitori, klomazon, uygulanan Col gruplarinda toplam SOD
aktivitesinin en yiliksek oldugu goriilmiistiir ve ilk kez bu grupta Cu/Zn-SOD3
1zoenzimi tanimlanmustir.

Cizelge 7. Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia ve mutanti Pdx 1.3
fidelerinin 100mM tuz stresine baglt olarak SOD aktiviteleri. Bolmeler
iizerindeki ayni harfler ayni ekotip iginde istatistiksel bakimdan farkli olmayan
degerleri gostermektedir. (P<0,05) .

Mn-SODI  Mn-SOD2  Fe-SOD1  Cuw/Zn-SOD1 Cuw/Zn-SOD2
Cu/Zn-SOD3 Y Aktivite(u)

COL C0,3876u+0,12a 0,731u+0,02a 0,2486u+0,02a
1,367
COL NaCl  0,6139u+0,01b 0,9719u+0,02d 0,4168u+0,02d
0,2227u+0,02a 2,2254
+B6  0,8798u+0,02c 0,2485u+0,02a 1,1283
B6+NaCl 1,1097u+0,04d 0,4646u+0,04¢
1,5743
CL  0,8405u+0,01b 0,4665u+0,02¢ 1,3069
CL NaCl 0,8154u+0,02d 1,0802u+0,02d 0,4067u+0,01d

0,7088u+0,02a 0,3452u+0,01b 0,1443u+0,02 3,5006
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PDX C 0,8355u+0,02b 0,3167u+0,02c 0,189u+0,02b

1,3413
PDX NaCl  0,7887u+0,01c 1,3173u+0,02¢ 0,3022u+0,01c
2,4082
+B6  0,8686u+0,02¢ 0,1989u+0,02b 1,0674
B6+NaCl 0,9373u+0,04d 0,3383u+0,04c
1,2756

Sekil 16 . Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia ve mutanti Pdx 1.3
fidelerinin

100mM tuz stresine bagli olarak SOD izozimlerine ayrimu .

3.4.2 Katalaz (CAT) Enzim/izoenzim Aktivite Sonuglari

Arabidopsis thaliana yabani tip Columbia ve mutant Pdx 1.3 fidelerinin,
uygulanan 100mM tuz stresine bagli olarak katalz aktivitesinseki degismeler
asagidaki sekil 16° da verilmektedir.

Col’un temel CAT aktivite seviyesinin pdx1.3 mutantlarindan daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Tuz stresi, pdx1.3’lin CAT aktivitesinde %?22.2, Col’da ise
%45.45 oraninda bir artisa neden olmustur. B6 uygulamasi her iki ekotipinde
temel CAT aktivite seviyesini arttirmistir. B6 uygulamasi (B6+NaCl) tuz stresine
maruz kalmis pdx1.3 ve Columbia’nin CAT aktivitelerini farkli sekillerde
etkilemistr.

B6 uygulamasiyla stres altindaki Col’'un CAT aktivitesi %35.88 artarken pdx
1.3’1in aktivitesi degismemistir.B6 sentezini inhibe etmek i¢in disaridan klomazon
uygulanan Col bitkilerinin CAT aktivitesi hem kontrol hem de stresli gruplarda
artmistir.

Cizelge 8. Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia ve mutantt Pdx 1.3
fidelerinin  100mM tuz stresine bagli olarak CAT aktiviteleri. Bolmeler
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tizerindeki ayni harfler ayn1 ekotip i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olmayan
degerleri gostermektedir. (P<0,05) .

CAT1 CAT2 CAT3 CAT4 CAT5 ¥ aktivte(u)

COL C0,4777u£0,005a 0,964u+0,01a 1,4414
COL NaCl  0,524u+0,01c 1,0294u+0,01b 1,5534
+B6 0,5125u+0,006¢1,006u+0,01b 1,5187
B6+NaCl 0,5523u+0,008d 1,29u+0,01d 1,8425
CL 0,4933u+0,006b 1,1590u+0,01c 1,6522
CL NaCl 0,6262u+0,02¢ 1,1978u+0,85¢c 0,2381u+0,004a
0,0392u+0,004a 2,1014
PDX C0,4478u+0,006b 1,0951u+0,012b 0,133u+0,005a
1,6759
PDX NaCl  0,481u+0,006b 1,351u+0,05¢ 1,8312
+B6 0,481u+0,006b 1,3623u+0,012¢ 1,8432
B6+NaCl 0,3144u+0,011 1,1785u+0,02¢c
1,4929

Sekil 17. Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia ve mutanti Pdx 1.3
fidelerinin 100mM tuz stresine bagli olarak CAT izozimlerine ayrimi .

Sekil 18. .Arabidopsis thaliana, Columbia ve mutant pdx1.3 fidelerinde CAT
aktivitesi. Stitunlar {zerindeki ayni harfler ayni ekotip i¢inde istatistiksel
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bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir. (P<0,05) .Siitunlardaki hata
cubuklar1 ortalama =+ standart hatay1 (S.E.) gostermektedir.(n=6)

Elektroforetik ayrimda 5 farkli CAT izozimi tespit edilmistir ve bu enzimler
jeldeki mobilite farklarina goére CATI1, CAT2, CAT3, CAT4 ve CATS olarak
tanimlanmistir (Sekil.17) . Columbia ve pdx1.3’iin biitiin gruplarinda CATI1 ve
CAT2 band1 goriilmektedir. Yalnizca klomazon ve tuz stresi uygulanan Col
grubunda CAT3 ve CAT4 bantlari, pdx1.3 kontrol grubunda ise CAT5 bandi
goriilmektedir. Toplam CAT izozim aktivitesi en fazla Klomazon ve tuz stresi
uygulanan Col grubunda goriilmiistiir. Col ve pdx1.3’ilin tim gruplarinda CAT2
izozimi, CAT1’den daha yiiksektir. Tuz stresi altinda B6 vitamini inhibitorii,
klomazon, uygulanan Col gruplarinda CAT2 izozimi toplam aktivitenin %57 sini
olusturdugu goriilmiistiir.

3.4.3 Peroksidaz (POX) Enzim/izoenzim Aktivite Sonuglar

Arabidopsis thaliana, yabani tip (Columbia) ve mutant pdx 1.3 gruplarindaki
peroksidaz (POX) aktivitesinin sonuglari sekil 17°de gosterilmektedir.

Sekil 19. Arabidopsis thaliana, Columbia ve mutant pdx1.3 fidelerinde POX
aktivitesi. Stitunlar Ttzerindeki ayni harfler ayni ekotip icinde istatistiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir. (P<0,05) .Siitunlardaki hata
cubuklari ortalama + standart hatay1 (S.E.) gostermektedir.(n=6)

Col’un temel POX aktivite seviyesinin pdx1.3 mutantlarindan daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Tuz stresi, pdx 1.3’lin POX aktivitesinde 4.8%, Col’da ise
%21.15 oraninda bir artisa neden olmustur. B6 uygulamasi her iki ekotipinde hem
temel POX hem de stres bagli aktivite seviyesini arttirmistir. B6 uygulamasi
(B6+NaCl) tuz stresine maruz kalmig pdx1.3 ve Columbia’nin POX aktivitelerini
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farkl1 sekillerde etkilemistr. B6 uygulamasiyla stres altindaki Col’'un POX
aktivitesi % 7,11 azalirken pdx1.3’iin aktivitesi % 27,59 oraninda artmistir. B6
sentezini inhibe etmek i¢in disaridan Clomazon uygulanan Col bitkilerinin POX
aktivitesi hem kontrol hem de stresli gruplarda belirgin oranda azalmistir. B6
sentezini inhibe etmek i¢in disaridan Clomazon uygulanan Col bitkilerinin POX
aktivitesi, kontrol grubuna gore stresli grupta %21,18 oraninda azalmigtir

Cizelge 9. Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia ve mutanti pdx 1.3
fidelerinin 100mM tuz stresine bagli olarak POX aktiviteleri. Bolmeler iizerindeki
ayn1 harfler ayn1 ekotip iginde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri
gostermektedir. (P<0,05) .

POX1 POX2 POX3 > aktivite(u)

COL C0,4676u+0,01a 0,3831u+0,01a 0,850630004

COL NaCl  0,5211u+0,01e 0,521057042

COL+ 0,4941u+0,01d 0,4798u+0,01d 0,3488u+0,02a
1,32268326

COL+NaCl  0,5424u+0,01e 0,4345u+0,01d 0,3465u+0,2a
1,323381541

COL CL 0,3721u+0,09b 0,5202u+0,01e 0,892309602

COLCLN 0,5051u+0,01d 0,5434u+0,0110,1591u+0,01c
1,207567811

PDX C0,4242u+0,01c 0,3326u+0,01c 0,756765564

PDX NaCl  0,3847u+0,01b 0,231u+0,02b 0,0859u+0,02b
0,701221215

PDX+ 0,4304u+0,01c 0,3839u+0,02a 0,814381478

PDX+NaCl 0,4069u+0,01b 0,5729u+0,02¢g 0,979873999

Sekil 20 . Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia ve mutanti Pdx 1.3
fidelerinin

100mM tuz stresine bagli olarak POX izozimlerine ayrimi
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Elektroforetik ayrim sonucu 3 farkli POX izozimi tespit edilmistir ve bu izozimler
jeldekii  mobilite farklarma gére POX1, POX2 ve POX3 olarak
belirlenmistir.100mM tuz stresine maruz birakilan Col grubu haricindeki tiim
gruplarda POX1 ve POX2 bantlar1 goriilmiistiir. Tuz stresi uygulanan Col
bitkilerinde sadece POX1 band1 goriilmektedir. POX3 ise B6 vitamini uygulanan
Col ve Col+NaCl gruplarinda, klomazon ve tuz uygulanan Col grubunda ve
pdx1.3 kontrol grubunda goriilmektedir.

Toplam POX izozim aktivitesi en fazla B6 vitamini uygulanan Col gruplarinda
goriilmiistiir. B6 vitamini uygulanan Col bitkilerinde en yiiksek aktivite POXI1
izoziminde goriilmistiir, tuz stresine maruz birakildiginda POX1 aktivitesi
%37,36’dan %71,78’¢e yiikseldigi goriilmiistiir.

3.4.4Askorbat Peroksidaz (APX) Total Aktivite Sonuglari

Arabidopsis thaliana, yabani tip (Columbia) ve mutantPdx1.3 gruplarindaki
askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin sonuglar1 sekil 18°de gosterilmektedir.

Col’'un temel APX aktivite seviyesinin pdx 1.3 mutantlarindan daha yiliksek
oldugu tespit edilmistir. Tuz stresi, pdx 1.3’lin APX aktivitesinde 16.6% oraninda
azalmaya, Col’da ise %7.85 oraninda bir artisa neden olmustur. B6 uygulamasi
her iki ekotipinde hem temel APOX hem de stres bagli aktivite seviyesini
artirmigtir. B6 uygulamasi (B6+NaCl) tuz stresine maruz kalmis pdx 1.3 ve
Columbia’nin  APOX  aktivitelerini benzer sekillerde etkilemistr. B6
uygulamasiyla stres altindaki pdx1.3 APX aktivitesi 56.46%artarken Col’un
aktivitesi .%19 artmistir. B6 sentezini inhibe etmek i¢in disaridan Clomazon
uygulanan Col bitkilerinin APX aktivitesi hem kontrol hem de stresli gruplarda
belirgin oranda artmistir, kontrol grubuna gore stresli grupda % 5,91 oraninda
artis gorilmiistir.

Sekil 21. Arabidopsis thaliana, Columbia ve mutant Pdx1.3 fidelerinde APX
aktivitesi. Siitunlar {izerindeki ayni harfler ayn1 ekotip i¢inde istatistiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir. (P<0,05) .Siitunlardaki hata
cubuklar1 ortalama =+ standart hatay1 (S.E.) gostermektedir.(n=6)

3.4.5 Glutatyon rediiktaz (GR) Total Aktivite Sonuglar1

Arabidopsis thaliana yabani tip (Columbia) ve mutantPdx 1.3 gruplarindaki
glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin sonuglar1 sekil 19°da gosterilmektedir.

Col’un temel GR aktivite seviyesinin pdx 1.3 mutantlarindan fazla oldugu tespit
edilmigtir. Tuz stresi, pdx 1.3’lin GR aktivitesinde %9,63 oraninda azalma, Col’da
ise %11,22 oraninda bir artisa neden olmustur.
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Sekil 22. Arabidopsis thaliana, Columbia ve mutant Pdx1.3 fidelerinde GR
aktivitesi. Situnlar tizerindeki ayni harfler aymi ekotip iginde istatistiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gdostermektedir. (P<0,05) .Siitunlardaki hata
cubuklar1 ortalama =+ standart hatay1 (S.E.) gostermektedir.(n=6)

B6 uygulamasi her iki ekotipinde temel GR aktivite seviyesini artirmistir. B6
uygulamasi (B6+NaCl) tuz stresine maruz kalmis pdx1.3 ve Columbia’nin GR
aktivitelerini ayni1 sekilde etkilemistir.

B6 uygulamasiyla stres altindaki Col’'un GR aktivitesi % 14,04, pdx1.3’iin
aktivitesi %1,95 oraninda artmistir. B6 sentezini inhibe etmek icin disaridan
Clomazon uygulanan Col bitkilerinin GR aktivitesi kontrol grubuna gore stresli
grupda % 88,45 oraninda artmustir.

Tuz stresinin etkisiyle belirgin oranda azalan Asada-Halliwell yolunun iki enzimi
askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri disaridan B6 vitaminin
uygulanmasiyla stresin zararl etkilerinden korunmuslardir.

3.5 Lipid peroksidasyonu

Arabidopsis thaliana yabani tip Columbia (Col) ve B6- eksik mutantinin (pdx1.3)
lipid membranlarmin peroksidasyonunda uygulama kosullarina bagli olarak
meydana gelen degisimler sekil 20’de gosterilmistir.

pdx1.3 mutantlarin temel MDA seviyesinin Col’dan daha diisiik oldugu
goriilmistiir. Tuz stresi, pdx1.3’iin lipid peroksidasyonunda %27°lik, Col’da ise
sadece %12’lik bir artisa neden olmustur.

B6 uygulamasi her iki ekotipinde temel MDA seviyesini azaltmistir. pdx 1.3 ve
Columbia’nin  B6+NaCl gruplarinda lipid peroksidasyonu sadece NaCl
uygulanmis gruplara gore daha az oldugu tespit edilmistir. B6+NaCl gruplarinin
lipid peroksidasyon seviyeleri kontrol gruplarma gore Col’da %13 azalirken pdx
1.3te %3.7 artmustir.

B6 uygulamasi stres altinda lipid peroksidasyonunu azaltmistir. B6 sentezini
inhibe etmek i¢in disaridan Clomazon uygulanan Col bitkilerinin MDA seviyesi,
B6 miktarindaki azalmaya bagli olarak, kontrol sartlarinda %8,3 artarken stresli
grupta %2,5 oraninda artmustir.
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Sekil 23. Arabidopsis thaliana, Columbia ve mutant Pdx1.3 fidelerinde MDA
miktar1 . Siitunlar lizerindeki ayn1 harfler ayn1 ekotip i¢inde istatistiksel bakimdan
farkl1 olmayan degerleri gostermektedir. (P<0,05) .Siitunlardaki hata gubuklar
ortalama + standart hatayi (S.E.) gostermektedir.(n=6)

3.6 Yapraklarda Hidrojen Peroksit (H202) Miktar1

Arabidopsis thaliana yabani tip Columbia (Col) ve B6- eksik mutantinin (pdx 1.3)
H202 miktarida uygulama kosullarina bagli olarak meydana gelen degisimler
Sekil 21°de gosterilmistir.

pdx 1.3 mutantlarinin temel H202 miktarinin Col’dan daha 21.4% daha diisiik
oldugu goriilmistiir.

Tuz stresi, pdx1.3’tin H202 miktarinda 2.18 kat artisa, Col’da ise 1.5 kat artisa
neden olmustur.

B6 uygulamasi her iki ekotipinde temel H202 miktarinda belirgin bir degisiklige
neden olmamistir. pdx1.3 ve Columbia’nin B6+NaCl gruplarinda H202 miktar1
sadece NaCl uygulanmig gruplara gore azalmistir. B6+NaCl gruplarinin H202
miktarlar1 kontrol gruplarina gore Col’da %26.6, pdx1.3°te ise %14.29 azalmistir.

B6 uygulamasi stres altinda H202 miktarin1 azaltmistir. B6 sentezini inhibe
etmek i¢in disaridan Clomazon uygulanan Col bitkilerinin H202 miktari, B6
miktarindaki azalmaya bagli olarak, kontrol sartlarinda %23.36 artarken stresli
grupta 16.27% oraninda artmustir.

Sekil 24. 48 saat NaCl uygulanan Arabidopsis thaliana, Columbia ve mutant Pdx
1.3 gruplariin hidrojen peroksit miktarlarindaki degisimler. Siitunlar iizerindeki
ayni harfler ayn1 ekotip i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri
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gostermektedir. (P<0,05) Siitunlardaki hata ¢ubuklar1 £+ standart hata (S.E) ‘y1
gostermektedir (n=).

3.7 HPLC Ile Total B6 Vitamini Tayini

Uygulama kosullarina bagli olarak Arabidopsis thaliana yabani tip Columbia
(Col) ve B6- eksik mutantinin (pdx 1.3) B6 vitamini miktarindaki meydana gelen
degisimler Sekil 22 ve 23’de gosterilmistir.

pdx1.3 mutantlarinin temel B6 vitamini miktarinin Col’dan %48,91 oraninda
daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Tuz stresi, pdx 1.3’lin B6 vitamini i¢erinde %33,33 azalirken, Col’da ise %34,79
artisa neden olmustur. pdx1.3 ve Columbia’nin B6+NaCl gruplarinda B6 vitamini
miktarinin NaCl uygulanmis grupa gore arttig1 goriilmiistiir.

B6 sentezini inhibe etmek i¢in disaridan klomazon uygulanan Col bitkilerinin B6
vitamini miktari, kontrol sartlarinda %65,94 azalirken stresli grupta % 73,24
oraninda azalmistir.

Sekil 25 . Arabidopsis thaliana, Columbia ve mutant Pdx1.3 fidelerinde toplam B6
vitamini miktarlarindaki degisimler. Siitunlar {izerindeki ayni harfler ayn1 ekotip
icinde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir. (P<0,05)
Stitunlardaki hata ¢ubuklar1 +standart hata (S.E) ‘y1 gostermektedir (n=6) .
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Sekil 26 48 saat NaCl uygulanan Arabidopsis thaliana, Columbia ve mutant
Pdx1.3 fidelerinde toplam B6 vitamini miktarlarindaki degisimler . Siitunlar
tizerindeki ayni1 harfler ayni ekotip iginde istatistiksel bakimdan farkli olmayan
degerleri gostermektedir. (P<0,05) Siitunlardaki hata ¢ubuklar1 + standart hata
(S.E) ‘y1 gostermektedir (n=6)

5. TARTISMA

Tim organizmalar i¢in gerekli oldugu bilinen B6 vitamininin (Schneider et al,
2000; Chen and Xiong, 2005) ii¢ farkli formu bulunmaktadir: pridoksin,
pridoksal, pridoksamin. Vitamin B6’nin dekarboksilasyon, deaminasyon ve
transsiilfiirasyon gibi metabolik olaylarda bulunan enzimler i¢in kofaktor olarak
gorev aldig1 bilinmektedir (Drewke and Leistner,2001 ; Denslow et al., 2005).
Bununla birlikte B6 vitamininin, aminoasit, karbonhidrat ve lipid
metabolizmasinda rol aldigi da bilinmektedir (Drewke and Leistner, 2001).

Literatiirde, bitkilerde B6 vitaminin olusumu i¢in deoksi-D-ksiloz-5-fosfat (DXP)
ve 4-fosfo-hidroksi-L-treoninin prekursér oldugu bilinmektedir (Esteves et al,
2001; Guavera-Garcia et al, 2005). Canlilarda, B6 homeostazisinin devamliligi,
hiicre icerisinde bu vitaminin kofaktor ya da antioksidant olarak fonksiyonlarini
denge icersinde siirdiirmesine baghdir.

B6 vitamin homeostazisinin nasil gergeklestigi bitkilerde heniiz tam olarak
kesinlik kazanmamis olsa da de novo (DXP-bagimli ve DXP-bagimsiz) ya da/ve
salvaj yollar1 biyosenteziyle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Shi and Zhu,
2002; Tambasco-Studart et al, 2005). Vitamin B6 biyosentezinin salvaj yolu
bir¢cok organizmada agiga kavusturulmasina ragmen daha ¢ok kullanilan de novo
biyosentez yolu ile ilgili arastirmalar son zamanlarda yapilmaya baslanmigtir
(Bunns et al, 2005; Tambasco-Studart et al, 2005).

Arabidopsis thaliana’da sitoplazmik i¢ PDX1 gen homologu (PDX1.1, PDX1.2,
PDX1.3) ve bir PDX2 geni bulunmaktadir. PDX1.1 ve PDXI1.3. Arabidopsis
thaliana’nin rozet yapraklarinda yiliksek oranda ifade olurken, PDX1.2 diisiik
seviyede ifade olmaktadir. Homozigot olan pdx1.1, pdx1.3 ya da pdx2 fidelerinde
de novo biyosentez yolu c¢aligmadiginda salvaj yolunun yeterli olmadigi
goriilmistiir. Bu, de novo yolunun bitki canliligi i¢in 6nemli oldugunu ve B6
vitamininin  homeostazisinin devamliliginda baskin bir rol oynadigini
gostermektedir.

B6 biyosentez yollarindan biri olan DXP-bagli yolun baskilandigi  pdx1.3
fidelerinde PDX1 proteininin {retilememesi ¢igeklenme de gecikmeye, klorofil
iceriginde azalmaya ve kok biliyliimesinde inhibisyona neden olmaktadir
(Tambasco-Studart et al, 2005; Wagner et al, 2006). PDX1 mutantinin fenotipi
olan engellenmis kok biiylimesi, yaprak sararmasi ve strese duyarlilik yash
bitkilerde daha ¢ok goze ¢arpmaktadir. Ancak olgun pdx1.3 mutantlar1 yabani tip
bitkilere benzer sekilde tohum iiretmektedir ve embriyo gelisimi, tohum
dormansisi ya da c¢imlenmesinde  hi¢bir  kusur  bulunmamaktadir
(Sivasubramaniam et al, 1995).

Benzer olarak bu calismada da pdx1.3 mutantlarinin ¢imlenme yiizdesi yabani
tiptekinden farklilik gostermemistir. Diger yandan Sekil 23’te goriildiigii gibi kisa
kok ve govde boyunda azalma ve yapraklarda renk solmasi gozlenmistir. Bu
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caligmada B6 inhibitdrii olan klomazonun yabani tiplere uygulanmasi sonucunda
benzer fenotipik 6zelliklerin gézlenmesi bu sonuglar1 desteklemektedir.

B6 vitamininin farkli Dbitkiler iizerinde anti-stres Ozelliginin bulundugu
goriilmiistiir (Titiz et al, 2006). Ornegin B6 vitaminin yiiksek 1s1k, kuraklik, soguk
stresi, ozon, UV-B ve tuz stresi altinda bu vitaminin sentezinden sorumlu
genlerin transkrip seviyelerinin arttig1 rapor edilmistir (Denslow et al, 2007). Tim
bu bulgulara ragmen bitkilerde B6 vitamininin bitkilerin stres toleransini nasil
arttirdigina dair fizyolojik mekanizmalar hala tam olarak aydinlatilamamustir.

Normal kosullar altinda reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi diisiik diizeyde
tutulmasina ragmen, kuraklik ve su kitligi, tuz stresi, tistime, yiiksek sicaklik soku,
agir metaller, UV radyasyon, ozon, mekanik stres, besin eksikligi, patojen saldir1
ve yiiksek 1s1k stresi gibi pek cok stres faktorii, hiicredeki dengeyi bozarak,
ROS’larin artmasina neden olur (Mittler, 2002).

Hiicrenin herhangi bir organelinde ROS’larin {iretimi ve antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengenin bozulmasi hiicrenin zarar gérmesiyle sonug¢lanan
oksidatif strese neden olmaktadir (Mittler, 2002; Scandalios, 2002).

Simdiye kadar yapilan caligmalarda bitki tiirlerinin veya bir bitki tiirliine ait
kiiltivarlarin tuz toleransi/duyarlilifinin, bu bitkilerin antioksidan yanitlariyla
yakindan iligkili oldugu ortaya konulmustur. SOD, CAT, APX, POX ve GR gibi
antioksidan enzimlerinin aktivitelerinin ve bazi metabolitlerin tuz stresi
kosullarinda arttigi (Hernandez et al, 1993,1995,2000) ve toleransh tiirlerde,
duyarlilara gore daha yiiksek aktivitenin goriildiigii bildirilmistir (Bor ve ark.,
2003; Demiral ve Tiirkan, 2005; Sekmen ve ark., 2007; Se¢kin ve ark., 2010) .
Yukarida da bahsedildigi gibi B6 vitamini, bitki biiyiime gelisiminin cesitli
evrelerinde ve strese verilen yanitlarda rol almaktadir.

Tuzluluk bitki biiylime ve gelisimini siirlayan en onemli gevresel etmenlerden
biridir. Tuz stresi, bitki biiylimesinin inhibisyonuna sebep olur ve bunun yaninda
bitki yapraklarinda, koklerinde, gévde yas ve kuru agirliklarinda da ciddi bir
azalmaya sebep oldugu bilinmektedir (Hernandez et al, 1995).

Calismamizda tuz stresine maruz kalan pdx1.3 bitkilerinde nispi biiyiime orant
%20 azalirken Col bitkilerinde bu oranin sadece %14 oranninda oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuclara gore tuz stresi altinda Columbia fidelerinin, nispi
biiylime oranindaki degisimin pdx 1.3 fidelerine gore daha az oldugu goriilmiistiir.

Ozmotik potansiyeldeki azalmanin, apoplastik eriyiklerin birikiminden ¢ok hiicre
hacminin azalmasindan kaynaklandigi belirtilmektedir (Nepomuceno et al, 1998).
Strese bagli olarak gelisen ozmotik diizenlemenin, ozmotik potansiyelin
diismesine neden oldugu diisiintilmektedir (Hussain ve ark., 2009).

Tuz ve kuraklik stresine gosterilen tepkilerden birisi de yaprak bagil su iceriginde
(RWC) ve su potansiyelinde goriilen azalmadir. Calismamizda tuz stresi altinda
pdx 1.3’lin ozmotik potansiyelinin, Col’a gore %13 daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. B6 uygulamasi yapildiginda ise pdx1.3’de %2,14 oraninda, Col’da ise
%2,44 oraninda artig oldugu goriilmustiir (Sekill5). Tuz stresi altinda nispi su
icerigindeki degisimlerin daha yiiksek oranlarda meydana geldigi goriilmiistiir.
Tuz uygulamas: yapilan Col bitkilerinde azalma %?26,32 oraninda iken pdx1.3
bitkilerinde bu oran %40,18’e c¢ikmaktadir. B6 vitamini uygulamasi sunucu



Ixii

pdx1.3°’de %22,22, Columbia’da 9%19,61 oraninda azalma gozlenmistir. B6
vitamini eklenmesi Col ve pdx1.3 bitkilerinin nispi su igeriklerinin artmasini
saglamigtir. Klomazon uygulamasi yapilan Columbia’da ise tuz stresi sonucunda
bagil su iceriginde %35,14 oraninda azalma ger¢eklesmistir (Sekill4).

Kuraklik, donma ve tuzluluk gibi abiyotik streslerin, bitki hiicrelerinin
faydalanacagi su miktarin1 diisiirmeleri gibi ortak bir yonii vardir. Mevcut su
miktarindaki bu azalma, su potansiyelindeki azalma olarak tabir edilir. Bitkiler su
potansiyelindeki diismeye ve buna neden olan streslere karsi, su alinimini ve
kaybinm1 degistirerek direng gosterirler. Diisiik su potansiyelinden kaginmak igin
bitkiler, ¢esitli bilesikler biriktirir, diisiik su potansiyelinin neden oldugu
dehidrasyondan korunmak i¢in hiicre ¢eperinin yapisint degistirir ve azalan su
igerigine karsi koyabilmek i¢in zarar gérmesini Onleyen veya zarari tamir eden
bazi proteinler sentezlerler (Verslues ve ark., 2006).

Mikrobiyolojik  yontemler kullanilarak Tambasco-Studart et al., (2005)
Arabidopsis cla-1 mutantinda B6 vitamini miktarin1 dlgmiislerdir. CLA-1 , DXS
enzimini kodlamaktadir (Estevez et al, 2000; Mandel et al, 1996). Buna gore, cla-
1 mutant bitkilerinin  vitamin  miktarinin, yabani tip  bitkilerle
karsilastirildiklarinda azaldigi goriilmiistiir. B6 vitamin biyosentezinin bu
proteinin yoklugunda devam edebildigi netlik kazanmistir.

Ek olarak, disaridan B6 vitamini verilmeden c¢imlenen cla-1 tohumlarinin
yiizdesinin, yabani tiple hemen hemen ayni oldugu goriilmektedir (Tambasco-
Studart et al, 2005). Arabidopsis’te, DXP sentaz enzimini kodlayan CLA-1 ile
yakin iligkili 2 gen daha var oldugu oOne siiriilmektedir fakat bunlarin heniiz
islevsel analizleri yapilmamistir. Bitkilere, DXP sentaz enzimini baskilayan bir
ajan olan klomazon (Zeidler et al., 2000) muamelesi yapildiginda B6 vitamini
igeriginde ciddi bir diisiis saptanmustir (Sekill1).

Calismamizda, daha Once yapilan g¢aligmalara benzer olarak Columbia kontrol
grubuna klomazon uygulamasi yapilmasi sonucu B6 vitamin miktarinda azalma
goriilmiistiir. Bu sonug, Tambasco-Studart et al. (2005)’un sonuglariyla
uyumludur. Ve bu diisiis bitkilerde B6 vitamininin biyosentezinin iki farkli yolla
yapilmasiyla iliskili olabilecegini gostermektedir .

Bitkilerde B6 vitamininin bir¢ok metabolik olayda ¢oklu rol oynuyor olabilecegi
hipotezi gittikce kesinlik kazanmaktadir. B6 vitamininin kofaktér olma
ozelliginden dolayr normal hiicresel fonksiyonlar icin gerekli oldugu
ispatlanmistir. B6 vitamininin kofaktér formlar1 olan PLP ve PMF bircok
metabolik reaksiyon icin gereklidir. Bununla birlikte bitkilerde B6 vitamininin
antioksidant olma 6zelligi gosterdigi bilinmektedir (Ehrenshaft et al,1999).

Ornegin; Arabidopsis’te pridoksin vitameri ilave edildiginde singlet oksijenin
indiikledigi hiicre 6liimiinii azaltmakta oldugu (Danon et al, 2005) ve bir baska
caligmada Nicotiana tabacum da B6 vitamini ROS’a bagli patojen savunma
yanitlarini geciktirmekte oldugu belirlenmistir (Denslow et al, 2005).

Bununla birlikte artmig ROS siiplirme kapasitesinin stres toleransinin artmasiyla
ilskili oldugu one siiriilmiistiir (Xiong and Zhu,2002; Yamamoto et al, 2005).
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Bitkinin strese karsi toleransi, stres esnasinda olugan ROS’larin zararli etkilerini
uzaklastirabilme kapasitesiyle belirlenmektedir (Ghassemian et al, 2008).

SOD , CAT , APX , POX ve GR gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri ile bazi
metabolitlerin tuz stresi kosullarinda arttigi (Hernandez et al., 1993,1995 ) ve
duyarllara gore direngli tiirlerde daha yiiksek aktivite goriildiigii tespit edilmistir
(Demiral ve ark. ,2004-2005; Neto et al., 2006; Sairam et al.,2005). Calismamizda
APX, GR ve POX aktivitelerinin arttig1 saptanmigtir.

Oksidatif stres altinda ROS’larin, baslica mitokondri ve kloroplastta elektron
tagima sisteminde hasara neden oldugu bilinmektedir (Hamilton and Heckathorn,
2001).

Stiperoksit dismutaz (SOD), hiicreyi oksidatif zarardan koruyan en temel
enzimlerden birisidir (Alsher et al, 2002). Okaryotik hiicrelere ii¢ temel izoformu
bulunur, bunlar mitokondride ve peroksizomlarda yer alan Mn-SOD, kloroplast,
sitoplazma ve hiicre dis1 boslukta bulunan Cu/Zn-SOD ve plastidlerde bulunan
Fe-SOD izozimleridir. Bugiine kadar Arabidopsis’te 3 tanesi metal kofaktor
olarak demir-bagimli, 3 tanesi bakir igeren ve 1 adet mangan-bagimli SOD olmak
tizere toplam 7 SOD tanimlanmistir (Kliebenstein et al., 1998) fakat
Arabidopsis’te bulunan SOD’larin asil sayisi ve yapist hala tam olarak
aydinlatilmamistir. Tuz stresine maruz birakilan bitkilerde Mn- ve Cu/Zn-SOD
aktivitelerinin arttigt ve hatta H202 seviyelerinin yiikseldigi gorilmiistiir
(Hernandez et al, 1995).

Calismamizda 100 mM tuz stresine maruz birakilan Columbia’nin tiim
izozimlerin aktiviteleri kontrole gore belirgin oranda artmistir. Tuz stresine baglh
olarak Col’un diger gruplarinda gozlenmeyen Cu/Zn-SOD?2 izozimi belirlenmistir
Benzer olarak tuz stresine maruz kalan pdx 1.3 mutantlarinin da SOD aktivitesi
tim izozim aktivitelerinde meydana gelen artisa bagli olarak artmistir. Ancak
Col+NaCl grubundan farkli olarak mutantin grubunda yeni bir izozim (Mn-
SOD1) belirlenmistir. Diger yandan Col da tuz stresiyle ilk defa gozlenen Cu/Zn-
SOD izozimi tuz stresi altinda pdx 1.3 mutantlarinda tamamen kaybolmustur. Tuz
stresi altindaki iki kiiltivarin en belirgin farkliliklarindan bir digeri Col’un stres
altinda 6zellikle Fe-SOD aktivitesini iki katina ¢ikarmast pdx 1.3. mutatlarin ise
Mn-SOD izoenzimlerinin aktivitelerini arttirmasidir.

Tuz stresi altinda Col’da o6zellikle Mn-SOD’un pdx 1.3. te ise Ozellikle Fe-
SOD’un artis1 sirastyla mitokondri ve kloroplastlarda olusturulan siiperoksit
radikal olusumuyla ilgili olabilicegi diisiiniilmektedir. Diger yandan disaridan
uygulan B6 vitamini heriki kiiltivardada SOD aktivitesini kontrol grubuna gore
arttirmig ancak bu artisin oraninin B6 uygulanmayan gruplardan ¢ok daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Bu durumda B6 vitaminin SOD aktivitesini stres altinda
kontrol grubu seviyesine yaklastirdig1 sdylenebilmektedir. B6 vitamin uygulamasi
pdx 1.3. mutantlarinda Fe-SOD miktarin1 belirgin oranda arttirirken Col’da hem
Mn-SOD hem de Fe-SOD aktivitelerini arttirmistir. Bu durum, B6 vitaminin pdx
1.3 mutantlarmin  6zellikle kloroplastlarindaki  siiperoksit  radikallerinin
stipliriilmesinde Col da ise hem mitokondri hem de kloroplastlardaki radikal
stipiiriilmesinde etkili olabilecegini isaret etmektedir.

Baslica peroksizomlarda bulunan CAT enzimi , stres siiresince olusan H202 ‘nin
stipiiriilmesinde gorev yapar (Willekens et al., 1997). Aktif oksijen tiirlerine kars1
olusturulmus ikinci savunma hattidir. Bitkiler gen familyalarimin iyeleri
tarafindan kodlanan birden fazla CAT izozimine sahiptirler. 32 aminoasit iceren
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gen bankasindan elde edilen katalaz sekanslari ile yapilan filogenetik ¢alismalar
(Willekens et al, 1994), bitkilerde 3 temel CAT smifi oldugunu gostermistir.
Ornegin, tiitiin ve misir 3 CAT izozimi igermektedir. Arabidopsiste simdiye kadar
yapilan ¢alismalarda katalazin alt birimlerini kolayan 3 gen ve en az 6 adet katalaz
izozimi tanimlanmistir ( Zhong and McClung, 1996).

CAT aktivitesi tuz stresi, sicaklik ve soguk stresi ile azalabilir ¢iinkii ¢evresel
streslerle uyarilan ikincil oksidatif strese karsi bitkinin cevabi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Kloroplastlarda CAT’in yoklugu Kalvin Dongiisiindeki tiol
bagli enzimlere zarar verebilir. Ayrica CAT i hidrojen perokside karsi ilgisi
diger enzimlere gore daha diisiiktiir.

Calismamizda CAT aktivitesinin temel seviyesinin Columbia fidelerinde, pdx 1.3
fidelerinden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Tuz stresiyle birlikte pdx 1.3’iin
CAT aktivitesi %22.2, Col’un ise %45.45 artmistir. B6 uygulamasi, total CAT
aktivitesinde Col’da %43,47 oraninda artisa neden olumustur. Ancak Col’nin
aksine, disaridan uygulanan B6 vitamininin stres altindaki pdx 1.3. mutantlarinin
CAT aktivitesi lizerine belirgin bir etkisi gozlenmemistir.

Elektroforetik ayrimda 5 farkli CAT izozimi tespit edilmistir (Sekil.17) . pdx1.3
kontrol grubunda diger gruplardan farkli yeni bir CAT izozimi (CATY)
tanimlanmistir. Col ve pdx1.3’lin tim gruplarinda CAT2 izoziminin, CAT1’den
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Peroksidaz, bitki kloroplastlarinda H202’yi savusturan bir diger enzimdir (Asada

ve Takashi,1987) . Bunun yanisira hiicre ¢eperinin yapiminda rol oynamaktadir.
Ayrica bitki savunma mekanizmalarinda oksidatif strese karsi olusturulan yanitta
gorev aldigi bilinmektedir (Felton, 1995) .

Yapilan ¢aligmalarda bitkilerde POX aktivitesindeki artisin tuz stresinin neden
oldugu oksidatif hasara karsi koruma sagladigi gozlemlenmistir. Vitamin B6
uygulamas1 Col’daki POX enziminin temel aktivite diizeyini arttirdigini ve tuz
stresi altinda (B6+NaCl) daha fazla oranda ifade olmasina neden oldugu
goriilmiistiir. Bu durum heriki ekotipin B6+NaCl grubunda, NaCl grubundan
daha diistiik seviyede H202 birikimine neden olmus olabilecegini gdstermektedir..

Elektroforetik ayrimda 3 farkli POX izozimi tespit edilmistir (Sekil). Col’da,
POX izozim aktivitelerinin temel seviyesi, kontrol ve tuzlu ortam kosullarinda
pdx1.3’ten yiiksek oldugu tespit edilmistir. Stres altinda Col’da 6zellikle POX1
izoziminin aktivitesi belirgin oranda artarken pdx 1.3 mutantinda iki farkli izozim
aktivitesinde artig gozlenmistir (POX2 ve POX3). Vitamin B6 uygulamasiyla
Col’da hem normal hem de stresli kosullar altinda iki farkli izozim tanimlanmistir
(POX2 ve POX3). Strese maruz kalan Col’nin toplam POX aktivitesinde meydana
gelen artis bu izozimlerin aktivitesindeki artisla uyumludur. B6 uygulanmis
pdx1.3. mutantlarinda ise stres altinda POX 3 izozimine rastlanmamakla birlikte
POX 1 izozimlerinin aktivitesinin kontrol grubuna gore belirgin oranda arttig1
tespit edilmistir.

APX enzimi, bitki hiicrelerinin sitosoliinde ve kloroplastlarda H202’nin yok
edilmesini saglayarak bitkinin oksidatif strese karsi savunmasinda temel rolii
oynamaktadir (Asada,1992) . Tuzluluk ve kuraklik gibi farkli biyotik streslerin
APX aktivitesi tiizerindeki etkisinin incelendigi bir¢ok ¢alismada APX
aktivitesinde artis rapor edilmistir (Mitler ve Zilinska,1993; Hernandez ve
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ark,1995 ). Benzer olarak tiitiin kloroplastlarinda APX ekspresyonundaki artigin
bitkinin tuzluluga toleransini artirdig1 rapor edilmistir (Badavi ve ark.,2004).

Calismamizda Col ve pdx 1.3 fidelerinde temel APX aktivite seviyelerinin ¢ok
farkli olmadig1 goriilmiistiir. Tuz stresi uygulamasi sonucu pdx 1.3’te APX
aktivite seviyesinde %15 oraninda azalma, Col’da ise %7 oraninda artis tespit
edilmistir. B6 uygulamasi her iki ekotipinde hem temel hem de stres baghi APX
aktivite seviyesini arttirmigtir.

Askorbat-glutatyon dongiisiinlin son enzimi olan GR, okside edilmis glutatyonun
NADPH’a bagh indirgenmesini katalizler. GR, bir¢ok bitkiyi oksidatif stresten
koruyan oOnemli bir enzimdir (Foyer,1991) . Tuz stresi altinda artan GR
aktivitesindeki artigin tuzluluga direngli ¢eltik ¢esidinde duyarlidan daha fazla
oldugu rapor edilmistir (Demiral ve Tiirkan,2005).

Benzer sekilde calismamizda da Col’un temel GR aktivite seviyesinin pdx 1.3
mutantindan daha fazla oldugu tespit edilmistir.Tuz stresiyle Col’un GR aktivitesi
artmasina ragmen pdx1.3’lin azalmistir. Ancak stres altinda B6 uygulamasina
bagl olarak pdx1.3’te artis gosteren GR aktivitesi, NADP+/NADPH oranin
arttirmis ve boylece fotosentetik elektron transport zincirinden gelen elektronlari
yakalayacak yeterli miktarda NADP+ saglanmis olabilir (Jung, 2004). Boylece
Haber-Weiss reaksiyonuyla olusacak reaktif hidroksil radikalinin olusumu
engellenir.Bu sonuglar neden tuz stresinin B6 uygulanmis pdx1.3’tin lipid
membranlarinin ~ peroksidasyona  ugramazken @ B6  uygulanmayanlarin
peroksidasyonundaki  %41,30’luk  artis1  agiklamaktadir.  Vitamin  B6
uygulamastyla pdx 1.3. mutantlarinin POX, APX ve GR aktivitelerinin tuz stresi
altinda artmasiyla daha az oranda H202 biriktirdigi ve boylece lipid
membranlarin peroksidasyonunun azalarak tuz stresi altinda olusan oksidatif
hasardan bitkilerin korundugu goriilmektedir. Bu durumda pdx1.3’te tuz stresinin
neden oldugu oksidatif hasarin 6zellikle askorbat-glutatyon dongiisii tarafindan
savusturuldugu goriilmektedir.

Calismamizda B6 eksikligi nedeniyle antioksidan savunma sisteminin verdigi bu
farkli yanitlarin bir B6 inhibitorii olan Klamozon uygulamasi yapildiginda Col
fidelerinde nasil bir degisime neden oldugu arastirilmistir. Boylece B6 eksik
pdx1.3 ile yapilan denemeyi tamamlayicit veriler elde edilmistir. Col yabani
kiiltivarlarin klamozonlu MS ortaminda yetistirilmesiyle tuz stresi altinda 3 farkl
Cu/Zn SOD izoenziminin belirlenmesine karsilik total SOD aktivitesi azalmais,
CAT2 izoziminin aktivitesinin tesvikiyle ise total CAT aktivitesi (CAT2)
artmistir. APX aktivitesi stresle korunurken GR aktivitesi artmistir. Ancak tiim bu
enzimlerin artisina ragmen H202 miktarindaki artis, lipid peroksidasyon
oranindaki artigtan da goriilecegi gibi engellenememistir.

Sonug olarak, gerek B6 eksik mutanti pdx 1.3 gerekse inhibitoér uygulamasiyla B6
vitamin miktar1 azaltilmis Col, genel anlamda tuz stresine direng
gosterememislerdir. Bunun aksine; tuz stresi altinda B6 uygulanmis pdxl1.3
mutantinin, yaprak nispi su igeriginin artmasi, POX, APX ve GR aktivitelerinin
artmasi, H202 miktarinin ve lipid peroksidasyon seviyesinin azalmasi vitamin
B6’nin antioksidant savunma sistemi iizerindeki belirleyici etkisini ortaya
koymaktadir.

Elde edilen bu bulgularin, B6 vitaminin fizyolojik ve biyokimyasal etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasi1 bakimindan tarimsal teknolojilerin kullanildig:
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bitki biyolojisi, 1slah ve genetik miihendisligi alanlarinda yapilacak ¢alismalar igin
yol gosterici bir kaynak olacagi kanisindayiz.

KAYNAKLAR DIZINi
Ali, A.A. and Alqurainy, F., 2006, Activities of Antioxidants in Plants Under
Environmental Stress. In:Motohashi N, editor. The Luteinprevention and

Treatment for Diseases, India: Transworld Research Network, 187-256 p.

Apel, K., and Hirt, H., 2004, ROS : Metabolism, Oxidative Stress and Signal
Transduction, Annu. Rev. Plant Biol., 55, 373-399 pp.

Asada, K., 2006, Production and Scavenging of Reactive Oxygen Species in
Chloroplasts and their functions, Plant Physiology, 141:391-396 pp.

Asada, K., 1999, The Water-Water Cycle in Chloroplasts: Scavenging of Active
Oxygens and Dissipation of Excess photons, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol.
Biol., 50, 601-639 pp.

Asada, K., 1994, Production And Action of Active Oxygen Species in
Photosynthetic Tissues. In: Foyer and Mullineaux, Causes of Oxidative Stress
and Amelioration of Defense Systems in Plants pp. 78-99 CRC Press, Bocca
Raton, FL.

Ashraf, M., and Foolad, M. R., 2007, Roles of glycine Betaine and Proline in
Improving Plant Abiotic Stress Resistance, Environ. Exp. Bot, 59:206-216 pp.

Ashraf, M., 2009, Biotechnological Approch of Improving Plant Salt Tolerance
Using Antioxidants as Markers, Biotechnology Advances 27:84-93.

Bradford, M.N., 1976, A Rapid and Sensitive Method for The Quantitation of

Microgram Quantities of Protein Utilizing The Principle of Protein-Dye Binding ,
Anal Biochem, 72: 248-254.



Ixvii

Bowler, C., Van Camp, W., Van Montagu, M., and Inze, D., 1994 Superoxide
Dismutases in Plants. Crit. Rev. Plant Sci. 13:199-218 pp.

Chinnusamy V, Jagendorf, A, Zhu, J-K, 2005, Understanding and Improving
Salt Tolerance in Plants. Crop. Sci. 45: 437-448.

Corpas, F.J., Barroso, J. B., and Del Rio, L. A., 2001, Peroximoses as a Source of
Reactive Oxygen Species and Nitric Oxide Signal Molecules in Plant Cells.,
Trends Plant Sci., 6:145-150 pp.

Cuin, T.A., Miller, A.J., Laurie, S.A., Leigh R.A., 2003, Potassium Activities in
Cell Compartments of Salt-Grown Barley Leaves, J Exp Bot, 54:657-661.

Davies, W. J. And Zhang, J., 1991, Root Signals and The Regulation of The
Growth and Development of Plants in Drying Soil, Ann. Rev. Of Plant Physiol.
And Plant Mol. Biol., 42:55-76 pp.

Demiral, T. and Tiirkan, I., 2004, Does Exogenous Glycinebetaine Affect

Antioxidative System of Rice Seedlings Under NaCl Treatment, J Plant
Physiol,161(10): 1089-1100.

Demiral, T. and Tiirkan, I., 2005, Comparative Lipid Peroxidation, Antioxidant

Defence Systems and Proline Content in Roots of Two Rice Cultivars Differing in
Salt Tolarance, Environ Exp Bot, 53(3): 247-257.

El Naggar, S. F. et al. Metabolism of Clomazone Herbicide in soybean J. Agric.
Food Chem. 40, 880 — 883 (1992)
Farooq, M., Wahid, A., Basra, S. M. A. And Shahzad, I. , 2009

Improving Water Relations and Gas Exchange with Brassinosteroids in rice under
drought stres, J Agron. Crop Sci., 195:262-269 pp.

Ferhatoglu, Y. & Barrett M. Studies of Clomazone Mode of Action Pesticide
Biochem. Physiol. 85, 7-14 (2005)

Foyer, C. H. and Mullineaux, (eds.) ,1994, Causes of Oxidative Stress and

Amelioration of Defense Systems in Plants, CRC Press, Bocca Raton, FL.



Ixviii

Foyer, C.H. and Halliwell, B., 1976, The Presence of Glutathione and
Glutathione Reductase in Chloroplasts: a Proposed Role in Ascorbic Acid
Metabolism, Planta, 133: 21-25.

Foyer, C.H. and Noctor, G., 2000, Oxygen Processing in Photosynthesis:
Regulation and Signaling, New Phytologist, 146: 359-388.

Foyer, C.H. and Noctor, G., 2003, Redox Sensing and Signaling Associated

With Eeactive Oxgen in Chloroplasts, Peroxisomes and Mitochondria, Physiol
Plant, 199:355-364.

Frugoli, J.A., Zhong, H.H., Nuccio, M.L., McCoourt, P., McPeek,M.A., Thomas,
T.L. and McClung, C.R., 1996, Catalase is Encoded by Multigene

Family in Arabidopsis Thaliana (L.) Heynh, Plant Physiology, 112(1): 327-336.

Gomez, M., Hernandez, J.A., Jimenez, A., del-Rio, L.A. and Sevilla, F., 1999,

Differential Response of Antioxidative System of Chlorplasts and Mitokondria to
Long —Term NacCl Stress of Pea Plants, Free Radic Res, 31:11-18.

Hernandez, J.A., Almansa, M.S., 2002, Short-Term Effects of Salt Stress on

Antioxidant Systems and Leaf Water Relations of Pea Leaves,Physiol Plant, 115:
251-257.

Hernandez, J.A., Jiménez, A., Mullineaux, P. and Sevilla, F., 2000. Tolarance

of Pea (Pisum sativum L.)To Long-Term Salt Stress Is Associated With Induction
of Antioxidant Defences, Plant Cell Environ, 23: 853-862.

Herzog, V., and Fahimi, H., 1973, Determination of the activity of peroxidase ,
Anal. Biochem., 55:557-562 pp.

Hu, X., Wang, W¢, Li, C., Zhang, J., Lin, F., Zhang , A., and Jiang, M., 2008,
Cross-Talks Between Ca2+ / CaM and H202 in Abscisic Acid-Induced
Antioxidant Defense in Leaves of Maize Plants Exposed to Water Stress, Plant
Growth Regul, 55:183-198 pp.



Ixix

Hu, X, Zhang, J., Lin, F., Zhang , A., and Jiang, M., 2006, Abscisic Acid is a Key
Inducer of Hydrogen Peroxide Production in Leaves of Maize Plants Exposed to
Water Stress, Plant and Cell Physiology, 1-26 pp.

Jaleel, C. A., Riadh, K., Gop,, R., Manivannan, P., Ine’s, J., Al-Juburi, H.J.,
Chang-Xing, Z., Hong-Bo, S., and Panneerselvam, R., 2009, Antioxidant Defence
Responses: Physiological Plasticity in Higher Plants Under Abiotic Constraints,
Acta Physiol Plant, 31:427-436 pp.

Jiang, M. Y., 1999, Generation of Hydroxyl Radicals anf Its Relation to Cellular
Oxidative Damage in Plants Subjected to Water Stress, Acta Botanica Sinica,
41(3):229-234 pp.

Jiang, M., and Zhang, J., 2003, Cross-Talk Between Calcium and Reactive
Oxygen Species Originated from NADPH oxidase in Abscisic Acid-Induced
antioxidant Defence in Leaves of Maize Seedlings, Plant Cell Environ., 26:929-
939 pp.

Jiang, M., and Zhang, J., 2001, Effect of Abscisic Acid on Active Oxygen
Species, Antioxidative Defence System and Oxidative Damage in Leaves of
Maize Seedlings, Plant Cell Physiol., 42(11):1265-1273 pp.

Jiang, M., and Zhang, J., 2002, Water Stress-Induced Abscisic Acid
Accumulation Triggers The Increased Generation of Reactive Oxygen Species

and Up-Regulates the Activities of Antioxidant Enzymes in Maize Leaves,
J. Of Exp. Bot., 53:2401-2410 pp.

Jiang, Y., and Huang, B., 2001, Drought and Heat Stress Injury to Two Cool-
Season Turfgrasses in Relation to Antioxidant Metabolisms and Lipid
Peroxidation, Crop Sci. 41:436-442 pp.

Jimenez, A., Hernandez, J.a., del Rio, L.A., and Sevilla, F., 1997, Evidence for
The Presence of The Ascorbate-Glutathione Cycle in Mitochondria and
Peroxisomes of Pea Leaves, Plant Physiol., 114, 275-284 pp.

Jitesh, M.n., Prashanth, S.R., Sivaprakash, K.R., and Parida, A.k., 2006,
Antioxidative Response Mechanismsin Halophytes: Their Role in Stress Defence.
J Genet 85:237-254 pp.

Jimenez, A., Hernandez, J.A., Del Rio, L.A., Sevilla, F., 1997, Evidence for
The Presence of Theascorbate Glutathione Cycle in Mitochondria and

Peroxisomes of Pea Leaves, Plant Physiol, 114:275-84.



Ixx

Lauchlii, A., 2002, Introduction to Salinity: Environment-Plantsmolecules, ed.

A. Lauchlii, U Liittge, pp. Ix-x. Dordrecht, Netherlands: Kluwer.

Miller, G., Suzuki, N., Ciftci — Yilmaz, S., and Mittler, R., 2009 Reactive

Species Homeostais and Signalling During Drought and Salinity Stresses, Plant,
Cell and Environment, (in press).

Mittler, R., 2002 Oxidative Stress, Antioxidants and Stress Tolerance, Trends in
Plant Science, 7:405-410 pp.

Mittler, R., Vande Rauwera, S., Gollery, m., and Van Breusegem, F., 2004
Reactive Oxygen Gene Network of Plants, Trends Plant Sci., 9.490-498 pp.
Moller, I. M., Jensen, P. E., and Hansson, A., 2007, Oxidative Modifications to
Cellular Components in Plants , Annu. Rev. Plant Biol., 58:459-481 pp.

Noctor, G. and Foyer, C., 1998, Ascorbate and Gutathione: Keeping

Active Oxgen Under Control, Annual Review of Plant Physiology and
PlantMolecular Biology, 49: 249-279.

Parida, A.K., Das, A.B., Mohanty, P., 2004, Investigations on the

Antioxidative Defense Responses to NaCl Stress in a Mangrove, Bruguirea
Parviflora: Differential, Regulations of Isoforms of Some Antioxidant Enzymes,
Plant Growth Regul, 42: 213-226.

Parida, A. K., Dasa, A. B., Sanadac, Y., and Mohanty, P., 2004, Effects of
Salinity on Biochemical Components of the Mangrove, Aegiceras Cornculatum.
Aquat. Bot. 80:77-87 pp.

Scandalios, J.G., 2002, Oxidative Stress Responses — What Have Genome-Scale
Studies Taught Us, Genome Biology, 3(7): 1019.1-1019.

Shi, H, Zhu, J-K, 2002a, SOS4, a Pyridoxal Kinase Gene, is Required For Root
Hair Development in Arabidopsis, Plant Physiol, 129: 585-593.

Shi, H, Zhu, J-K, 2002b, Regulation of Expression of the Vacuolar Na+/H+
Antiporter Gene ATNHX1 by Salt Stress and ABA.



Ixxi

Smirnoff, N., 1993, The Role of Active Oxigen in The Responce of Plants to
Water Deficet and Desiccatiion, :New Phytol, 125: 27-58.

Smirnoff, N., 2000, Ascorbic Acid: Metabolism and Functions of a Multifacetted
Molecule, Curr Opin Plant Bio, 3:229-35

Smirnoff, N., Cumbes, Q.J., 1989, Hydroxil Radical Scavenging Activity of
Compatible Solutes, Phytochem, 28: 1057-1060.

Smirnoft, N.,2005, Antioxidants and Reactive Oxygen Species in Plants.
Blackwell Publishing Book.

Takahashi, M. and Asada, K.,1988, Superoxide Production in Aprotic Interior
of Chloroplast Thylakoids, Arch. Biochem. Biophys.,267:714-722.Blo C.

Taiz, L., and Zaiger, E., 2002, Plant Physilogy, 3rd edn., Sinauer Associates,
Inc., Sunderland, 539 p.

Tiirkan I., Demiral T., 2008, Salinity Tolerance Mechanisms of Higher Plants.
Abiotic Stress and Plant Responses, Khan N.A., Singh S.(edt.)[.K.
International Publishing HousePvt. Ltd.

Wang, S., Assmann, S.M., Fedoroff, N.V., 2008, Characterization of The
Arabidopsis Heterotrimeric G Protein. J Biol Chem;283:13913-22.

Wang, z., Huang, B., Bonos, S. A., and Meyer, W.A., 2004, Abscisic Acid

Accumulation in Relation to Drought Tolerance in Kentucky Bluegrass. Hort Sci.,
39:1133-1137 pp.

Wang, Z. L., Huang, B. R., and Xu, Q. Z., 2003, Effects of Abscisic Acid on
Drought Responses of Kentucky Bluegrass, J. Am Soc. Hort. Sci., 128:36-41 pp.

Zeidler, J., Schwender, J., Mueller, C. & Lichtenthaler, H. K. The Non-

Mevalonate isoprenoid Biosynthesis of Plants as a Test System for Drugs Against
Malaria and Pathogenic Bacteria. Bichoem. Soc. Trans. 28, 796-798 (2000)

Zhang, J and Kirkham, MB., 1995, Water Relations of Waterstressed, Split



Ixxii

Root C4 (Sorghum bicolor; Poaceae) and C3 (Helianthus annuus; Asteraceac)
Plants, Am J Bot 82:1220-9.

Zhang, J.Z., Creelman, R.A, Zhu J-K, 2004, From Laboratuary to Field. Using

Information from Arabidopsis, to Engineer Salt, Cold, Rought Tolerance in Crops,
Plant Physiol, 135: 615-621.

Zhu, J-K, 2003, Regulation of Ion Homeostasis Under Salt Stress, Curr Opin
Plant Biol 6:441-445.

Zhu, j. K., 2002, Salt and Drought Stress Signalk Transduction in Plants, Annu.
Rev. Plant Biol., 53:247-273 pp.

OZGECMIS
KISISEL BILGILER

Adi-Soyadi: Merve SARAY

Dogum tarihi ve yeri: 17/01/1986 , Aydin



Ixxiii

EGITIM

Lise : Aydin Lisesi Y.D.A 1999 - 2004
Lisans : Biyoloji Boliimii 2004-2008 Ege Universitesi
YAPILAN CALISMALAR

Lisans Bitirme Tezi , Fosfatidik Asit ve Stres Toleransi

2004, Ege Universitesi

Poster sunumu , Salt Tolerance at Germination and Vegetative

Growth of a Turkish Endangered Gypsophila aucheri

(Caryophyllaceae), ICAST 2010, Ege Universitesi



