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OZET

JUGLON ALLELOKIMYASALININ SALATALIKTA POLIFENOL OKSIiDAZ ENZIM
AKTIVITELERi VE GEN iFADELERI UZERINE ETKILERI

Merve YALCIN

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. ismail KOCACALISKAN

Allelopati, bir bitkinin Urettigi 6zglin bir maddeyle, baska bir bitkiyi etkilemesi seklinde
gorilen bitkiler arasindaki dogal etkilesimleri ifade eder. Ceviz (Juglandaceae) ailesinin
bircok Gyesi juglon (5-hydroxy-1,4-naphthoquinone) denilen bir allelokimyasal Uretir.
Juglon bu bitkilerin bir¢ok kisminda dogal olarak olusur. Az sayida bitki tird juglona
toleransli olup ceviz agaclarinin yakininda biyliyebilse de bazi duyarl bitkiler ceviz
agaclarindan olumsuz yonde etkilenebilmektedirler. Juglon’un hiyar (Cucumis sativus L.)
bitkisinin yaprak ve kok dokusunda polifenol oksidaz enzimin aktiviteleri lizerindeki
etkileri incelenmistir.  Ayrica juglonun bu enzimleri kodlayan genlerin ifadeleri
Uzerindeki etkisine bakilmistir. Hiyar tohumlari 0.01 mM ,0.1mM, 0.25mM ve 0,5mM
juglon iceren veya kontrol (saf su) ortaminda ¢imlendirilmistir. Cimlenen tohumlardan
¢ikan fidelerin kok ve govde kisimlari ayrilarak bunlardan total protein ve total RNA
izolasyonlari yapilmistir.  Enzim aktivite analizleri ilgili enzimin spesifik substrati
kullanilarak gergeklestirilmistir. Gen ifadelerindeki degisimlerin analizi icin Gergek
Zamanh PCR kullanilmistir. Juglon salatalik tohumlarinin ¢imlenmesini fazla
etkilemezken, fidelerin kdk ve govde blylimesini engellemistir. Polifenol oksidaz enzim
aktivitesi ve gen anlatimi salatalik fidelerinde juglon tarafindan artiriimistir.
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ABSTRACT

ACTIVITY AND GENE EXPRESSION ANALYSIS OF POLYPHENOL OXIDASE
ENZYME IN JUGLONE APPLIED CUCUMBER SEEDLINGS

Merve YALCIN

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. ismail KOCACALISKAN

Allelopathy refers to the natural interactions between plants that a plant appear to
affect another plant by producing a specific chemical. Many members of the walnut
(Juglandaceae) family produce an allelochemical called juglone (5-hydroxy-1,4-
naphthoquinone). Juglon occurs naturally in many parts of these plants. Although few
plant species are tolerant to juglone and can grow near walnut trees, some susceptible
plants may be affected negatively from walnut trees. The effects of juglon on the
activities of oxidant enzyme polyphenol oxidase have been examined in leaves and root
of cucumber (Cucumis sativus L.). Furthermore, the effect of the juglon on the
expression of the genes encoding these enzymes has been examined. The cucumber
seeds were germinated in the control (distilled water) medium and juglone solutions
containing 0.01 mM, 0.1 mM, 0.25 mM and 0.5 mM juglone respectively. Root and stem
parts of feedlings emerging from germinated seeds were separated and total protein
and total RNA isolations were made. Enzyme activity assays were performed using the
specific substrate of the enzyme of interest. Real-time PCR was used to analyze changes
in gene expression. Juglone has inhibited growth of cucumber root and shoot without
affecting germination. Enzyme activities and gene expression of Polyphenol oxidase
were increased by juglone.
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti
Allelopati bir bitkinin Urettigi biyokimyasal maddenin baska bir bitki ya da organizma
Uzerindeki pozitif veya negatif etkileri olarak tanimlanir ve bu madde ile canlinin
cimlenmesi, blyumesi, hayatta kalmasi ve/veya Gremesi etkilenebilir. Bitkinin Urettigi
bu biyokimyasallar genel anlamiyla “allelokimyasal” olarak ifade edilir. Allelokimyasallar
bir organizma Uzerinde dahi bazi yonlerden olumlu etki gosterirken bazi yonlerden
olumsuz etki gosterebilir. Ornegin; bir bitki Urettigi allelokimyasallar ile diger bitkilerin
blylime ve gelisimini azaltabilir, fakat ayni bitkinin mineral, su ve is18a ulasimini

arttirabilir [1].

Sekonder metabolitler metabolizmada ihtiyac duyulmayan vyan drinler olarak
tanimlanir. Sekonder metabolitler allelokimyasallari da ihtiva ederler. Bu sebeple, her
allelokimyasal bir sekonder metabolit olarak ifade edilirken, her sekonder metabolit bir

allelokimyasal degildir [2].

Biyotik ve abiyotik faktorler allelokimyasallarin tretimini etkileyebilir. Biyotik faktorlere
ornek olarak mevcut besin maddeleri; abiyotik faktorlere de 6rnek olarak sicaklik ve pH
verilebilir. Basit fenilpropanoitler ve benzoik asit tlirevlerinin allelopatik etki gosterdigi
bilinmektedir. Kafeik ve ferulik asitler gibi bilesiklerin laboratuvar yapilan deney

sonucunda birgok bitkinin bliyiime ve ¢cimlenmesini engelledigi gbzlemlenmistir [3].

Allelopatinin bazi alg, mercan, bakteri, mantar ve bitkiler icin karakteristik oldugu
bilinmekle birlikte bitkilerde gdzlenen allelopatik etkilerin tir dagilimi ve birey sayisinda
tizerinde etkiler gosterdigi diisiinilmektedir. Ozellikle de invazif, asiri yayilan bitkilerin

bu 6zelligi kazanmasinda allelokimyasallarin roli oldugu distinilmektedir. Bu sonuclara



kiyasla, allelopatinin dogal ekosistemlerdeki 6nemi halen tam anlasilamamistir. Cogu
bilim insani allelopatinin bitkiler arasindaki iliskilerde dnemli bir unsur olduguna stiphe
ile yaklasmaktadir. Clinkii bu yaklasimi destekleyen kanitlara erismek kolay degildir.
Laboratuvar kosullarinda, bir bitkiden elde edilen allelokimyasallarin diger bitkilerin
blyimesini ve gelisimini engelleyebilecegini veya olumlu etki gostererek
arttirabilecegini gostermek kolaydir. Fakat asil problem, bitkilerin bu etkiyi dogada
sergiledigini tespit etmektir. Bu olguyu destekleyecek yeterli kanitlar olmamasina
karsilik, allelopatinin zirai alanda uygulanabilirlik potansiyeli arastirmacilari bu konuyu
calisamaya itmektedir. Genetik muhendisligi calismalari ile yabanci otlara karsi
allelopatik 6zellige sahip bitkilerin gelistirilmesi bu baglamda mimkin hale gelebilecek

oldugundan allelopati konusu gelecek i¢cin 6nem arz etmektedir [4].

1.2 Tezin Amaci

Allelopati hakkindaki genel bilgilerde acgiklandigi tizere juglon gibi allelokimyasallar diger
bitkilerin ¢cimlenmesi, solunumu, verimi ve enzimlerinin aktivasyonunda olumlu ya da
olumsuz etkilere sahiptir. Bu etkiler hakkinda molekiiler diizeyde yapilan galismalarin

yeterli olmadigi tespit edilmistir.

Kocagaliskan ve arkadaslari yaptiklari bir calismada salatalik bitkisinin juglona duyarli
oldugunu; juglona maruz kalan fidelerde biiyiimenin olumsuz etkilendigini ve bununla
beraber enzim aktivitelerindeki degisiklileri incelediklerinde polifenol oksidaz enzim
aktivitesinin azaldigini; katalaz ve stiperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitelerinde artis

gozlemlemislerdir [5],[6],[7].

Tezin amaci, juglon allelokimyasalinin salatalikta polifenol oksidaz enzim aktiviteleri ve
bu enzimi kodlayan genlerin anlatimlari lizerindeki etkilerinin incelenmesidir. Juglonun
salataliktaki etkileri Gizerine galismalar yapilmis olsa da polifenol oksidaz enziminin gen
ifadeleri Uzerine juglonun etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
durum temel alinarak bu tez calismasinda juglon allelokimyasalinin salatalik bitkisi
Uzerinde polifenol oksidaz enziminin gen anlatimi seviyesindeki etkilerini ortaya

¢cikarmak buradaki bilinmeyenlere isik tutmak amaclanmistir.



1.3 Hipotez

Yapilan literatlir taramalari ve simdiye kadar yapilan c¢alismalar, bize juglonun
salataliktaki polifenol oksidaz gen anlatiminin bir seviyeye kadar artiracagi hipotezini
olustumamizi saglamistir. Bu calisma farkli konsantrasyonlardaki juglon ¢ozeltilerinin
gen anlatimi Gizerindeki etkilerini kiyaslamaya ve llkemizdeki salatalik ekimlerinde gevre
ortam icin dikkat edilmesi gereken allelokimyasal konsantrasyonu ve etkisini belirlemeye

odaklanmistir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Allelopati

2.1.1 Allelopatinin Tarihi

Allelopati terimi Latince allelo- ve pati- kelimelerinin birlesiminden meydana gelir ve
kelime manasi “karsilikli, birbirine zarar” ya da “aci cekme” olarak karsimiza cikar. Bu
terim ilk kez 1937 yilinda Avusturyali profesér Hans Molisch’in “Der Einfluss einer Pflanze
auf die andere — Allelopathie” (Bitkilerin birbirlerine etkileri) adh kitabinda bir bitki
tarafindan Uretilen maddenin farkhh komsu bitkilerin bilylmesini engelleyen

biyokimyasal etkilesimleri tanimlamak icin kullaniimistir [8].

1971’de ise allelokimyasallar, Whittaker ve Feeny tarafindan organizmalar arasindaki
tim kimyasal etkilesimler olarak tanimlandi ve bu tanimi iceren arastirmalarini Science
dergisinde yayinladilar. 1984’te ise bu tanim Elroy Leon Rice tarafindan genisletilerek
allelopati tanimi; bir bitki tarafindan Uretilen biyokimyasal maddelerin sadece bitkileri
degil ayni zamanda mikroorganizmalari da olumlu veya olumsuz etkiledigi ifade

edilmistir [9].

Allelopati tanimini sonraki yillarda bilim insanlari daha da genisletilerek organizmalarin
birbirleriyle olan kimyasal etkilesimlerini tanimlamak icin kullandi. 1996’da Uluslararasi
Allelopati Toplulugu (IAS) ise allelopatiyi; sekonder metabolitleri de iceren biyokimyasal
maddelerin bitkiler, algler, bakteri ve mantarlar tarafindan Uretilebilecegi ve Uretilen bu
maddelerin tarim ve biyolojik sistemlerde 6zellikle organizmalarin biylime ve gelisimleri

Uzerinde etki olusturabilecegi ifade edilmistir. Zoologlar ise allelopati terimini mercanlar



ve sungerler gibi omurgasizlar arasindaki kimyasal etkilesimleri tanimlamak igin

kullandilar [9].

Allelopati terimi kullaniimadan ¢ok onceleri de insanlar bitkilerin birbirleri tGzerinde
olumsuz etkiler olusturabildigini gézlemlemistir. M.O. 300 vyillarinda yasayan
Theophrastus domuz yeminin yonca bitkisi UGzerinde negatif etkileri oldugunu
gozlemlemistir. M.S. 1. Ylzyilda Cin’de Shennong Ben Cao lJing’in yazari, allelopatik
etkiler gdsterenleri de igine alacak sekilde bécek dldiirme yetenegine sahip olan bitkileri

tanimladi ve bunlarin 267 tane oldugunu ifade etmistir [9].

Allelopatiyle ilgili yapilan ilk deneysel calisma 1928’de Amerika’da dogal olarak yayilim
gosteren kara ceviz agaclariyla yapiimistir. Bu calismada yagmur sonrasinda kara ceviz
agacinin dibindeki yonca otlarinin kisa sire icinde oldukleri tespit edilmis,
yapraklarindan damlayan suyun ise toplanarak domates fidelerine uygulanmasiyla tim
domates fidelerinin 6ldigl rapor edilmistir. Daha sonra ceviz bitkisinin Urettigi bu
madde kok ve yaprak oOziitlerinden izole edilmis ve bu maddenin 5-Hidroksi-Naftakinon
oldugu tespit edilmis ve cevizin Latince isminden yola cikilarak “Juglon” adi verilmistir

[9].

2.1.2 Allelopati Gizerine yapilmis ¢alismalar

Allelopati bir bitkinin Urettigi biyokimyasal maddenin baska bir bitki ya da organizma
Uzerindeki pozitif veya negatif etkileri olarak tanimlanir ve bu madde ile canlinin
cimlenmesi, blyumesi, hayatta kalmasi ve/veya Gremesi etkilenebilir. Bitkinin Urettigi
bu biyokimyasallar genel anlamiyla “allelokimyasal” olarak ifade edilir. Allelokimyasallar
bir organizma Uzerinde dahi bazi yonlerden olumlu etki gosterirken bazi yonlerden
olumsuz etki gdsterebilir. Ornegin; bir bitki trettigi allelokimyasallar ile diger bitkilerin
blylime ve gelisimini azaltabilir, fakat ayni bitkinin mineral, su ve is1ga ulasimini

arttirabilir [10].

Sekonder metabolitler metabolizmada ihtiyag¢ duyulmayan vyan (riinler olarak
tanimlanir. Sekonder metabolitler allelokimyasallari da ihtiva ederler. Bu sebeple, her
allelokimyasal bir sekonder metabolit olarak ifade edilirken, her sekonder metabolit bir

allelokimyasal degildir [11].
Biyotik ve abiyotik faktorler allelokimyasallarin Gretimini etkileyebilir. Biyotik faktorlere
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ornek olarak mevcut besin maddeleri; abiyotik faktorlere de 6rnek olarak sicakhk ve pH
verilebilir. Basit fenilpropanoitler ve benzoik asit tiirevlerinin allelopatik etki gosterdigi
bilinmektedir. Kafeik ve ferulik asitler gibi bilesiklerin laboratuvar yapilan deney

sonucunda birgok bitkinin blylime ve ¢cimlenmesini engelledigi gdzlemlenmistir [3].

Allelopatinin bazi alg, mercan, bakteri, mantar ve bitkiler icin karakteristik oldugu
bilinmekle birlikte bitkilerde gézlenen allelopatik etkilerin tiir dagihmi ve birey sayisinda
tizerinde etkiler gosterdigi diistiniilmektedir. Ozellikle de invazif, asiri yayilan bitkilerin

bu 6zelligi kazanmasinda allelokimyasallarin roli oldugu disiinilmektedir.

Bu sonuglara kiyasla, allelopatinin dogal ekosistemlerdeki Oonemi halen tam
anlasilamamistir. Cogu bilim insani allelopatinin bitkiler arasindaki iliskilerde 6nemli bir
unsur olduguna slphe ile yaklasmaktadir. Clinki bu yaklasimi destekleyen kanitlara
erismek kolay degildir. Laboratuvar kosullarinda, bir bitkiden elde edilen
allelokimyasallarin diger bitkilerin bliyimesini ve gelisimini engelleyebilecegini veya
olumlu etki gostererek arttirabilecegini gostermek kolaydir. Fakat asil problem, bitkilerin

bu etkiyi dogada sergiledigini tespit etmektir.

Bu olguyu destekleyecek yeterli kanitlar olmamasina karsilik, allelopatinin zirai alanda
uygulanabilirlik potansiyeli arastirmacilari bu konuyu calisamaya itmektedir. Genetik
muhendisligi calismalari ile yabanci otlara karsi allelopatik 6zellige sahip bitkilerin
gelistirilmesi bu baglamda mimkin hale gelebilecek oldugundan allelopati konusu

gelecek icin 6nem arz etmektedir [10].

2.2 Juglon

Juglon: Juglans regia, Juglans cinerea ve Juglans nigra tirlerinde bulunan allelokimyasal
bir molekildir. Bu tirlerin kok, gévde, sekonder ksilem ve yapraklarinda bulunur.
Juglona verilen tepkiler bitkiler arasinda farklilik gostermektedir. Juglon allelokimyasali,
domates, yonca, elma, tere, kizil cam bitkileri Gzerinde olumsuz etki gosterirken; kavun,
dugiin cicegi, zambak, Uzim, mese gibi bitkiler Gzerinde ise olumlu etkileri tespit

edilmistir [12],[13],[14].

Juglon sadece allelokimyasal 6zellik degil ayni zamanda bazi boceklere karsi da toksik

etki gosterir [15]. Juglon bitkilerin koklerinde sentezlenir ve ksilem araciliglyla yapraklara



tasinir. Bitkide oksitlenmeden 6nce hidrojuglon olarak bulunurken oksitlendikten sonra

juglona (5-Hidroksi-1,4- Naftakinon) donistr [16].

O

OH O

Sekil 2. 1 Juglon'un kimyasal yapisi

Bunlara ek olarak, juglon dogal bir boya olarak yiin ve kumaslarin boyanmasinda
kullanilmistir. Kozmetik sektoriinde ise kahverengi ve koyu turuncu rengini olusturmasi

sebebiyle sa¢ boyamasinda renklendirme maddesi olarak kullaniimaktadir.

Juglonun son yillarda kullanildigi bir diger alan ise antikanser ¢alismalaridir [17]. Juglon,
semiquinon radikalini olusturmasi ve bu radikalin de apoptozu tetikleyen siperoksit
anyonlarina donlsebilmesi sebebiyle antikanser c¢alismalarinda kullaniimasi
mimkindir [18]. Juglonun semiquinon’a donlismesi hiicrede sitozol ve mitokondride

gerceklesmektedir [19].

2.3 Polifenol Oksidaz Enzimi

Polifenol Oksidaz Enzimleri (PFO) meyve ve sebzelerin hasat, depolama ve islenme
kalitesi ve ekonomisi Uzerinde rol oynayan onemli enzimlerdir. Hasat, depolama ve
isleme sirasindaki zedelenme, kesilme ve diger mekanik zararlarin meyve ve sebzelerde
oksijen gegisine sebep olur. Bu durum ise melanin olusumuna sebebiyet vererek
esmerlesme reaksiyonlarina neden olur. Esmerlesme reaksiyonlari sebebiyle meyve ve
sebzelerin 6zellikle kalitesi ve ekonomisi Gizerinde 6nemli kayiplar goriilmektedir. Birgok
meyve veya sebzede istenmeyen esmerlesme reaksiyonlari gorilmektedir bunlar; muz,
seftali, kayisi, elma, Gzim, cilek ve bazi tropik meyveler ve sulari, ayrica, patates, marul
ve diger vyaprakli sebzeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. istenen esmerlesme

reaksiyonlarinin goriildigu bitkiler de vardir, bunlar ise cay, kahve, kakao, siyah Gziim ve



siyah incir olarak kargimiza gikar. Clinkii PFO enzimi vasitasiyla bu Urilinler beklenen son

Urln karakteristiklerine ulasirlar [20].

Yenilebilir bitkilerdeki PFO’nun varligi ve miktari ile ilgili arastirmalar, birgok arastirmaci
tarafindan yapilmis olup PFO aktivitesine sahip bircok gida Urlinlinin oldugu tespit
edilmistir. Bunlar; bugday unu, makarna, enginar, biber, Trabzon hurmasi, baklagil,
kakao cekirdegi, soya, hiyar, yabani piring, cilek, mantar, karidesler, i1stakoz, yengectir.
Bitkilerdeki PFO miktari bircok faktor tarafindan etkilenmektedir; bitkinin cesidi,
gecirdigi kiltirel islemler, bitkinin olgunluk ve yasi bu faktérler arasindadir. Ornegin,
sekerpancarinda, PFO kloroplastta ve gesitli dokusal yapilarda bulunur. Bu yapilarda
PFO, aromatik olmayan aminoasitlere peptid baglariyla baghdir. Ancak dokunun
parcalanmasi ile PFO’In serbest kalmasi mimkiindir. Yapilan galismalarda en yiksek
PFO aktivitesi UGzim kabuklarinda, bazi elma kultiirlerinde, hiyarda ve diger baz
meyvelerde gorulmis olmakla birlikte mantarin sap ve epidermis kisimlarinda da yiksek
enzim aktivitesi gbzlenmistir. Istakozda ise PFO aktivitesi en fazla epidermis veya kutikiil

tabakasindadir [20].

PFO, Uluslararasi Biyokimya Birliginin siniflandirmasinda monofenol monooksijenaz (EC
1.14.18.1) ve katesol oksidaz (EC 1.10.3.1) olarak yer almistir. Monofenol oksidaza
tirosinaz, fenolaz, monofenol oksidaz ve kresolaz gibi geleneksel isimler verilmistir.
Katesol oksidaz ise difenol oksidaz, o-difenolaz, fenolaz ve polifenol oksidaz olarak
adlandiriimistir. PFO pek ¢ok reaksiyon katalizleyebilir. Bir monofenol olan p-kresold,
difenol 4-metil katesol okside ederlerken, bir o-difenol olan katesolii ise o-benzokinone

parcalarlar [20].
Bakir iceren bir enzim olan PFO iki farkh reaksiyon katalizler:

i) monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu

ii) ii) o-difenollerin o-kinonlara dehidrojenasyonu monofenol



monofenol o-difenol o-kinon

0]

OH OH
1/2 02 OH 1/2 0, o
N N
//
H,O
R (1) R (2) R
(cogunlukla renksiz) (cogunlukla renksiz) (cogunlukla kirmizi)

Sekil 2. 2 Enzimatik Esmerlesme Mekanizmasi

Bu aktivitelerden ilki monofenolaz (hidroksilaz veya kresolaz) ve ikincisi ise difenolaz
(katesolaz veya oksidaz) aktivitesi olarak adlandinldigi bu iki reaksiyonda yardimci
substrat oksijendir. Enzimatik olmayan reaksiyonlar araciligiyla o-kinonlar kahverengi-
siyah renkteki melanin pigmentlerine donusir. Bitki ve funguslardan elde edilen PFO’lar
monofenollerle birlikte (p-kresol, tirosin gibi) difenolleri de (katesol ve o-
dihidroksifenilalanin gibi) oksitleyebilirler. Ancak, meyve ve sebzelerde PFO’nun substrat
spesifikligi elde edildigi organizmaya gore farklilik gosterdiginden, PFO tarafindan fenolik

bilesiklerin hepsi degil sadece bir kismini substrat olarak kullanilabilir [20].

PFO, bitki ve hayvan dokularinda fakl kisimlarda yaygin olarak gérilebilir. Bitkilerde tim
kisimlarda yaygin olarak goriliirken gelismis hayvanlarda gozlendigi kisimlar daha ¢ok
deri, sag, tliy ve goz olarak karsimiza gikar. Bitkisel dokularda dncelikle latent (inaktif)
durumda sentezlenmektedir. Zamanla bir takim etkenlerden dolayr aktif hale
gelebilmektedirler. Bu etkenlere 6rnek olarak dokuda dogal olarak bulunan proteazlar

veya etilen gibi solunum metabolitleri verilebilir [20].

Saglikh meyve ve sebze dokularinda enzim ve substratlarinin hiicrenin farkh kisimlarinda
bulunmasindan dolayi, PFO enzimlerinin, substratlari olan fenolik bilesiklerle temasi yok
denecek kadar azdir. Nitekim PFO enzimleri, sitoplazmada serbest halde, hiicrenin
tilakoid ve kloroplastlarinda ve membrana bagh olarak bulunmakta iken fenolik
bilesiklerin tamamina yakini vakuollerde bulunmaktadir. Fakat gerek hicredeki
pektinazlarin faaliyetiyle gerek hasat, tasima ve isleme sirasindaki etkiler sebebiyle
hiicre ve buna bagli olarak doku biitlinligl bozulmaktadir. Bu sebeple, PFO enzimlerinin

kendi substratlariyla ve oksijen ile bir araya gelmesi miimkiin olmaktadir [20].
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Isil islem uygulamasi 6zellikle meyve sularinda PFO enzim aktivitesinin inaktive edilmesi
icin yapilan bir uygulamadir. askorbik asit, tiyol bilesikleri ve silfitler gibi bazi bilesikler
zarar gormiis meyve ve sebzelerde esmerlesme reaksiyonlarini 6nlemek igin
kullanilabilir. Oksijenin uzaklastirilmasi, asitlendirme, siklodekstrin ve polivinilpirolidon
gibi kompleks olusturucu maddelerle fenollerin uzaklastiriimasi ile de PFO aktivitesinin
online gegilmesi miimkindilr. Meyve ve sebzelerin dis ylizeylerinin 6rten kabuk saglam
oldugu siirece oksijenin hicre ile etkilesmesi mimkin olmayacagi icin esmerlesme
reaksiyonunun da 6nline gecilmis olacaktir. Gidanin islenmesi ve paketlemesi siirecinde
kaplama ve filmlerin kullanilmasi da oksijen gegisine izin vermeyeceginden esmerlesme
reaksiyonu engellenmis olacaktir. PFO enzimlerinin neden oldugu esmerlesmeler
bitkinin fiziksel Ozelliklerinin yaninda duyusal ozelliklerini de etkilemektedir. PFO
enziminin nitelikleri, meyve ve sebzelerin yetisme kosullari ve olgunluk asamasi gibi

durumlara gore farklilik gostermektedir [20].

2.4 Juglon’un Polifenol Oksidaz Enzim Akitivitesi ve Gen ifadeleri Uzerine Etkileri

2.4.1 Juglon’un Polifenol Oksidaz Enzim Akitivitesi Uzerine Etkisi

Tohum kabugunun, saglam ve kabugu cikarilmis hiyar tohumlarda juglonun tohum
icine girmesini sinirlamak igin bir bariyer olup olmadigini test etmek igin yapilan
¢alismada, hiyar fidelerin uzunlugunun, taze ve kuru agirhginin ve bununla birlikte hiyar
fidelerinin kotiledonlarindaki protein miktarinin juglon uygulamasi sonucu azaldig
gorilmustir. Bununla birlikte, bu ¢alismada, her iki fidede polifenol oksidaz enziminin
katekol ve dopa oksitleyici aktiviteleri juglon ile arttirilmistir. Bu enzimin aktivitesindeki
artis, juglon tarafindan Uretilen allelokimyasal strese karsi bir reaksiyona atfedildi.
Juglon, kok ve filizlerin taze ve kuru agirliklarini, kontrole gore kotiledonlarin azalan
protein icerigiyle azaltir [21].

Polifenol oksidaz aktiviteleri protein igerigi ve fide gelisiminin aksine juglon ile
arttinlmistir (Cizelge 2. 1). Polifenol oksidaz esas olarak difenolik substratlari
oksitlemektedir. Enzimlerin ana substratlari bitkilerde katekol ve dopa ve bu substratlari
oksitleyen enzime sirasiyla katekolaz ve dopa oksidaz denir. Polifenol oksidaz
aktivitesinin, hiyarda juglon uygulamasinin bir sonucu olarak arttig1 gosterilmistir. Bu

aktivite artist  juglonun allelokimyasal stresinin (rettigi oksidatif savunma
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mekanizmasinin bir sonucu olabilir. Bdylece, juglonun ¢imlenme sirasinda oksidatif stres
olusturdugu bulundu [21].

Cizelge 2. 1 Juglonun saglam ve kabugu cikariimis hiyar tohumlarinda kok, filiz
bliyimesi ile kotiledonlarin protein miktari ve PFO aktiviteleri tizerine etkileri

Kontrol Juglon
(Saf su) (1mM\I)
Saglam Tohumlar
Kik
Tzama (cm) 16.2+£0.3 31201
Taze Afwlik (mg) 132.0+2.3 56.0+ 1.7
K'L'I-I'IJ- _:'LEII'IZLLC [mg} 53 - 03 43 - .Dz'l
Filiz
Uzama (cm) 31zx02 22+07"
Taze Afwrlik (mg) 1028 +28 379+1.9
Kure Afurlik (mg) 22+0.1 21201
Kotiled on
Protzin (mg/g fr. wt) 19203 1.1 £0.1"
Katekolaz (Ago/g fr. wi) 105409 245413
Dopa Oksidaz  (Auw/g fr. wit) 1.0+£0.7 17.8+0.8
Kabugu Cilarilmus Tohumlar
Kik
U=zama (cm) 18506 40+0.1°
Taze Agulik (mg) 1iBO+25 45212
Kur Afirlik (mg) 67+08 35 0.2
Filiz
Uzama (cm) 27zx02 20+£04"
Taze Agulik (mg) 77223 408214
Kuru Afurlik (mg) 26+02 21+£0.1°
Kotiledon
Protzin (mg'g fr. wt) 12+01 1802
Katekolaz (Auzp'p fr. wi) 10.1 £ 0.4 127405
Dopa Oksidaz  (Aseo/g fr. wi) 127 0.5 149+ 06

*(P< 0.05) 1" test, + S0, n=4.

2.4.2 Juglon’un Polifenol Oksidaz Enziminin Gen ifadeleri Uzerine Etkileri

Juglona maruz kalan piring koklerindeki hiicresel tepkileri daha iyi kavrayabilmek icin,
juglon stres sirasinda piring transkriptomunun (Bir organizma veya hiicre tipinde belirli
kosullarda Uretilen haberci RNA molekillerinin timu) genis 6lcekli analizini yapildi.
Juglona maruz kalma; hiicre blylmesi, hiicre duvari olusumu, kimyasal detoksifikasyon,
abiyotik stres yaniti ve epigenezile ilgili transkript gen diizeylerinde degisiklikler baslatti.
En baskin transkripsiyon faktorl aileleri AP2 / ERF, HSF, NAC, C2H2, WRKY, MYB ve
GRAS'dir. Juglon ile muamele edilmis piring kdklerinin gen ekspresyon profili, absisik asit
ve jasmonik asidin gen ekspresyon ifadesinin artmasini ve biyosentezini ve giberellik
asitin inaktivasyonunu ortaya cikarmistir. Buna ek olarak, juglon, iki kalsiyum bagimh
protein kinaz (CDPK), 6 mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) geni ve 1 MAPK geninin
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sentezlenmesini arttirdi ve CDPK benzeri bir kinaz ve MAPK'lerin aktivitelerini belirgin

sekilde arttirdi (Sekil 2. 3) [22].
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Transkripsiven Faktdr Aileleri
Sekil 2. 3 Piring koklerinde juglon uygulamasiyla birlikte transkripsiyon faktor ailelerinin
degisen ekspresyon seviyeleri (ici boyali olanlar gen ekspresyonunun artisin, ici
bosluklu olanlar gen ekspresyonunun azalisini géstermektedir) [22]

Nispi Gen Ekspresvon Ifadeleri

Misirin bliylimesi ve gelismesi lzerindeki allelokimyasal etkiyi arastirmak ve Juglonun
sebep oldugu oksidatif stres altindaki misir fidelerinde Glutatyon Transferaz geninin
(Gstl) ekspresyon ifadesine bakmak amaciyla yapilan calismada misir tohumlarina 5
farkh konsantrasyonda (0,01, 0,005, 0,001, 0,0005 ve 0,0001 mM) juglon uygulamasi
yapildi. 4- gilin, 6-giin ve 8-glin olacak sekilde juglona maruz birakilan misir
tohumlarindan elde edilen birincil koklerde (Sekil 2. 5) ve koleoptillerde (Sekil 2. 4) Gstl
geninin ekspresyon ifadesine bakildi. Glutatyon Transferaz genleri (E.C.2.5.1.18) sinyal
iletiminde, flavanoidlerin katalitik olamayan baglanmasinda ve sitozolik Gstl genleri
redox i¢ dengenin kurulmasinda onemli rol oynar. Kontrol tohumlari ile
karsilastirildiginda allekimyasal strese maruz birakilan tohumlarda zamana ve doza

bagimli olarak analiz edilen genin transkipsiyonel aktivitesinin degistigi tespit edildi [23].
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Sekil 2. 4 Juglon uygulamasindan etkilenen misir fidelerinin koleoptillerinde Gstl
geninin nispi gen ekspresyon ifadeleri (i¢i dolu olan 4-gin, ici kiiclik bosluklu olan 6-
glin, ici buyuk bosluklu olanlar 8-giin juglona maruz birakilmis tohumlari gosterir) [23]
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Sekil 2. 5 Juglon uygulamasindan etkilenen misir fidelerinin birincil kdklerinde Gstl
geninin nispi gen ekspresyon ifadeleri (ici dolu olan 4-gin, ici kiiclik bosluklu olan 6-
glin, ici buyuk bosluklu olanlar 8-giin juglona maruz birakilmis tohumlari gosterir) [23]

Bu ¢alisma gostermistir ki; 4-giinlik juglon uygulamasi analiz edilen genin dnemli 6l¢lide
eksprese olmasini saglarken, 6- glinlik ve 8-glinlik juglon uygulamalari Gstl geninin
ekspresyonunu dnemli dlglide diistirmustir. Gstl geninin ekspresyonundaki bu azalmaya
uzun sire strese maruz birakilan misir tohumlarindaki anti-oksidant savunma sisteminin

kirllmasinin yol actigi belirtilmistir [23].
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BOLUM 3

3.1 Materyaller

3.1.1 Yararlanilan Alet ve Cihazlar

iklim dolabi: JSR

Masa santrifiij: Hettich Micro 220
Sogutmali santriflij: Hettich Micro 220 R
Spektrofotometre: Shimadzu UV-1800 240V
pH metre: Mettler Toledo

Hassas terazi: Shimadzu AY220

Buzdolabi: Bosch Derin dondurucu (-80°C) : Ugur
Karistirici: Isolab

Otomatik pipetler: Isolab, Axygen
Calkalayici: WiseShake SHD-1D

Manyetik karistirici: WiseStir MSH-20A
Elektroforez: Bio-Rad

Gergcek Zamanl PCR Cihazi: Bio-Rad

Nanodrop Spektrofotometre: PCR Max / Lambda
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3.1.2 Kullanilan Kitler, Kimyasallar ve Bitki Materyali

TRIzol”: Invitrogen

Total RNA izolasyon Kiti: Qiagen

cDNA Sentez Kiti: Jena Bioscience

Gercek Zamanli PCR Kiti: Jena Bioscience

Juglon: SIGMA- ALDRICH (H47003)

Sodium Phosphate Dibasic: SIGMA (S3264)
3,4-Dihydroxy-DL-phenylalanine (dl dopa): SIGMA (D9503 )
Katekol: SIGMA-ALDRICH (135011)

Sodyum Dodesil Siilfat: SIGMA

B-merkaptoetanol: SIGMA

Salatalik Tohumlari: AGROMAR-Bursa (Cucumis sativus, Varyete: Beith Alpha)
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3.1.3 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

3.1.3.1 Enzim Ekstraksiyonunda Kullanilan Cozeltiler;
e Yaprak ve koklerden Polifenol enzim ekstraksiyonu i¢in 50 mM Tris-HCl pH:6,8
tamponu hazirlandi (PFO eldesi i¢in kullanilan homojenat tamponu): 0, 6055 g
Tris 80 mL saf suda ¢ozildikten sonra lizerine 2 g SDS ve 2 g B-merkaptoetanol
¢Ozeltisi ilave edildi. pH, HCI ¢ozeltisi kullanilarak 6,8 e ayarlandi. Toplam hacim

saf su yardimiyla 100 mL ye tamamlandi.

3.1.3.2 Juglon Cozeltisinin Hazirlanisi;
e Juglon c¢ozeltileri 0,5 mM, 0,25 mM, 0,1 mM ve 0,01 mM olarak hazirlandi. 0,5
mM 250 mL Juglon ¢ozeltisi igin gerekli olan juglon miktari hesaplanip tartildi.
0,25 mM 100 mL, 0,1 mM 100 mL ve 0,01 mM 100 mL Juglon ¢ozeltileri, 0,5 mM

250 mL Juglon ¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlandi.

3.1.3.3 5X MOPS Tamponunun Hazirlanisi;
e 500 mL 5X MOPS tamponu hazirlamak igin; 0,2 M MOPS pH:7,00 dan 20,927 g,
50 mM sodyum asetattan 2,51 g ve 0,5 M EDTA pH:8,00 dan 5 mL alinip steril bir
beherin icinde birlestirildi ve karisimin son pH’in1 7° e ayarlamak igin NaOH

kullanildi. Uzerine 0,5 L DEPC’li su eklenerek karistirildi ve otoklavlandi.

3.1.3.4 Yiikleme Tamponunun Hazirlanisi;
e Yikleme tamponunun hazirlanmasinda kullanilacak olan 1X MOPS ¢ozeltisi,
hazirlanmis olan 5X MOPS c¢ozeltisinin seyreltiimesiyle elde edildi. Bunun
haricinde bu tamponu hazirlamak igin, 1 mM EDTA, %50 gliserol ve 4 mg/mL

Bromofenol mavisi kullanildi.
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3.2 Metot

3.2.1 Tohumlarin Sterilizasyonu

Tohumlari sterilize etmek icin % 1 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun igin 1 mL
sodyum hipokloride 99 mL distile su ilave edildi. Tohumlar bu ¢6zeltinin igine ilave edilip,
15 dakika bekletildi. Sonra slizge¢ yardimiyla % 1 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi stzullp
tohumlarin Gzerine 100 mL distile su eklendi ve 30 dakika bekletildi. Bu islem iki kere
daha tekrar edilip sodyum hipokloridin uzaklastiriimasi saglandi. Sonrasinda farkh
konsantrasyonlarda juglon ¢ézeltisi hazirlanarak tohumlara uygulandi ve kontrol grubu

olarak distile su kullanildi.

3.2.2 Tohumlara Juglon Uygulanmasi

Bu asamadan 6nce, Petri kaplarinin filtre kagitlariyla birlikte sterilizasyonu saglanir. Filtre
kagitlari oncelikle Petri kaplarinin 6lgusiinde kesildi. Her Petri kutusuna, kesilmis filtre
kagitlarindan ikiser adet yerlestirilir ve cam Petriler aliminyum folyo ile sarilarak
otoklavlandi. Ardindan kurutma islemi icin 70°C lik etiivde 2 saat bekletilir. Sonrasinda
sterilize edilmis cam Petrilerin her birine sterilize edilmis 10 tohum vyerlestirildi.
Tohumlari ekilmis cam Petriler 5 farkh gruba ayrilir ve her bir grup altisar Petri icerecek
sekilde siniflandirildi. Kontrol grubunda her Petrideki tohumlara 7,5 mL distile su
uygulandi. Diger gruplar 0,5 mM, 0,25 mM, 0,1 mM ve 0,01 mM lik juglon ¢ozeltilerini
icerecek sekilde hazirlandi ve altisarli Petrilerdeki tohumlara her bir juglon
konsantrasyonu icin 7,5 mL juglon uygulandi. Ornegin; 0,5 mM lik juglon ¢ozeltisinden
Petri basina 7,5 mL alinarak Petrideki tohumlara uygulandi. Diger konsantrasyonlardaki
Juglon c¢ozeltileri icin de islem tekrarlandi. Sonrasinda Petri kaplari bitki blyitme
kabinine kaldirildi ve kabin 25°C sicakliga ve karanliga ayarlandi. Tohumlar 10 gin icin

¢imlenmeye birakildi.

3.2.3 Cimlenen Tohumlarin Yaprak ve Kéklerinin Ayrilmasi

10 glin sonunda ¢imlenen tohumlarda, yaprak, kdk ve gévde bicak yardimiyla birbirinden
ayrildi. Juglonun tohumlar Gzerindeki etkisini gozlemlemek icin her bir gruptaki (kontrol
grubu, sirasiyla 0,5 mM, 0,25 mM, 0,1 mM ve 0,01 mM ‘lik juglon ¢oOzeltilerini iceren

gruplar) c¢imlenen tohumlardan ayristirilan kok ve gévdenin uzunlugu cetvel yardimiyla
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Olculdu. Sonrasinda yapraklar ve kokler her bir grup igin 0,5 g olacak tartildi ve -80°C de

daha sonra enzim aktiviteleri ve gen ifadesi tayinlerinde kullanmak (izere bekletildi.

3.2.4 Yaprak ve Koklerden Polifenol Oksidaz Enzim Ekstraksiyonu

0,5 g olarak tartilan yaprak ornekleri Gzerine sivi azot (yapraklarin tizerini 6rtecek kadar)
uygulandi. Azot buharlastiktan sonra, 0,5 g yaprak basina 10 kati hacimde (mL) tampon
¢ozeltiden alindi (0,5 g yaprak basina 5 mL tampon ¢ozelti) ve yapraklar havanda bu
¢Ozeltiicinde ezilerek homojenize edildi. Ezme siiresi her 0,5 g lik yaprak basina 2 dakika
uygulandi. Elde edilen homojenat, kurutma kagidindan sizildi. Stziinti 10 dakika
10000 rpm arasinda +4°C de santrifij edildi. Siipernatant kismi baska bir tlipe alinip, agzi
kapatilip, etiketlenip +4°C lik buzdolabina kaldirild1.

3.2.5 Polifenol Oksidaz Enzim Aktivitesinin Tayini
Polifenol oksidaz enzim aktivite tayini icin katekol ( MA: 110,1 g/mol) ve dopa (MA:197,2

g/mol) substratlari kullanildi.
3.2.5.1 Katekol Oksidaz Aktivitesi:

100 mL 10 mM katekol substrat ¢ozeltisinden 300 puL alinip, deney tiipiinde lzerine 300
pL tampon ¢ozelti ilave edilir. Bunun Uzerine enzim 6zitiinden 100 pL ilave edilir ve 30°C
ye ayarl etiivde 3 dakika bekletilir. Spektrofotometrede 430 nm de absorbansi olgilir.
Kér numune olarak 350 plL substrat + 350 pL tampon kullanilir. Olgiilen absorbans

degerleri gram yapraktaki absorbans degerine cevrildi.
3.2.5.2 Dopa Oksidaz Aktivitesi:

100 mL 10 mM dopa ¢ozeltisinden 600 pL alinip enzim 6ziitiinden 100 uL ilave edilir.
30°C ye ayarh etlivde 3 dakika bekletilir. Spektrofotometrede 490 nm de absorbansi
olciiliir. Kér numune olarak 700 plL substrat ¢ozeltiden kullanilir. Olciilen absorbans

degerleri gram yapraktaki absorbans degerine cevrildi.

3.2.6 RNA izolasyonu

50-100 mg doku 6rnegi basina 1 ml TRIzol® eklendi ve 6rnek homojenize edildi. 10 dk
boyunca +4°C de 12,000xg de santriflij edildi. Burada sonucglanan pelet ekstra-selliler
matriks, polisakkaritler ve yiiksek molekiiler agirlikh DNA icerirken, supernatant kismi

RNA icerir. O ylzden pelet kismi atilip supernatant kismi baska bir tlipe transfer edildi.
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Bundan sonra faz ayirma islemine gecildi. Ornek, nucleo-protein kompleksinin tamamen
ayrilmasi icin oda sicakliginda 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Homojenizasyonda
kullanilan 1 mI TRIzol® basina 0.2 ml kloroform eklendi. Elle 15 saniye boyunca karistirildi.
Oda sicakhginda 2-3 dk inkibe ettikten sonra, 15 dk boyunca +4°C de 12,000xg de
santriflj edildi. Santriflij sonrasi karisim alt tabakada kirmizi renkli fenol-kloroform fazi,
ortada ara-faz ve Ust tabakada renksiz sivi faz olacak sekilde fazlara ayrildi. Ust
tabakadaki RNA iceren renksiz sivi faz pipetle alinarak baska bir tiipe aktarildi. Uzerine
homojenizasyonda kullanilan 1 ml TRIzol® basina 0.5 ml %100 izopropanol eklendi. Oda
sicakliginda 10 dk inkilbe edildi. Ardindan 10 dk boyunca +4°C de 12,000xg de santrifij
edildi. Supernatant kismi dokillerek geriye sadece pellet kismi  birakildi.
Homojenizasyonda kullanilan 1 ml TRIzol® basina 1 ml %75 etanol eklendi ve daha sonra

kullanilmak Gizere -20°C de depolandi.

3.2.7 RNA nin DNA Kalintilarindan Temizlenmesi

RNA’nin DNA kalintilarindan temizlenmesi deneyine baslamadan 6nce -20°C den RNA
ornekleri alinip 30 dk boyunca +4°C de 12,000xg de santriflj edildi. Sonra steril bir
ortamda kapaklari acilip ters cgevrilerek etanol kalintilarinin uzaklastiriimasi saglandi.
Ornek hacmi RNaz’siz su ile 100 pL ye ayarlandi. Uzerine 350 pL RLT tamponu eklendi ve
iyice karistirildi. Seyreltilmis RNA o6rneginin (izerine 250 pL saf etanol eklendi ve
pipetleme yapilarak iyice karistirildi. 700 pL lik bu 6érnek 2 mL lik toplama tipine
yerlestirilmis RNeasy Mini spin kolonlara transfer edildi. Kapak sikica kapatilarak 1 dk
boyunca +4°C de 8000xg de santrifij edildi. Santrifijden sonra RNeasy Mini spin kolonlar
kaldirildi ve toplama tlipli bosaltildiktan sonra tekrar kullanildi. RNeasy Mini spin kolona
500 uL RPE tamponu ilave edildi. Kapak sikica kapatildiktan sonra spin kolon membrani
yikamak icin 1 dk boyunca +4°C de 8000xg de santriflij edildi. Toplama tilpi
bosaltildiktan sonra tekrar kullanildi. Tekrar RNeasy Mini spin kolona 500 uL RPE
tamponu ilave edildi ve kapak sikica kapatildiktan sonra spin kolon membrani yikamak
icin 2 dk boyunca +4°C de 8000xg de santrifiij edildi. RNeasy Mini spin kolon yeni bir 2
mL lik toplama tlpline aktarildi. Kapak sikica kapatildiktan sonra yiksek hizda 1 dk
boyunca santriflj edildi. RNeasy Mini spin kolon yeni bir 1.5 mL lik toplama tliptine
yerlestirildi. 30-50 uL RNaz icermeyen su RNeasy Mini spin kolona eklendi. Kapak sikica
kapatilarak, RNA yi tlipte toplamak icin 1 dk boyunca +4°C de 8000xg de santrifiij edildi.
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Eger beklenilen RNA Urininin 30 pg dan fazla oldugu dislniliyorsa bu asama
tekrarlandi. Toplama tlpilnde biriken RNA 6rnegi daha sonra kullanilmak {izere -80°C

buzdolabina kaldirildi.

3.2.8 RNA Elektroforez Jeli

RNA Elektroforez jeli ( 50 mL %1 lik) hazirlamak icin 0,5 g agaroz tartilip sterilize edilmis
bir beherin igine aktarildi. 5X’lik MOPS’ tan 10 mL ve DEPC’li sudan 31,25 mL alinip
beherin igerisine aktarildi. Sonra agzi kapatilan beher mikro dalga firina koyulup
agarozun ¢ozlinmesi saglandi. Buharlasan kisim yerine DEPC'li su ilave edildi ve etiivde
sicakhginin 60°C’'ye gelmesi icin bekletildi. Diger taraftan 8,75 mL formaldehit etiivde
isitilarak  sicakliginin - 60°C’ye gelmesi saglandi. Formaldehit beherin igerisine
aktarilmasiyla toplam hacim 50 mL oldu. Elde edilen karisim bir siire elle karistirilarak
formaldehitin karisim icine iyice dagilmasi saglandi, ardindan jel dokilip tarak
yerlestirilerek donmasi saglandi. Tank tamponu olarak 1X MOPS kullanildi. Yiikleme igin

RNA 6rneklerinin hazirlanmasinda Cizelge 3. 2 kullanildi.

Cizelge 3. 2 Yiikleme icin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Gerekli Malzemeler Yiiklenen Miktar
5X MOPS 2uL
RNA 2L
Steril DEPC’li Su 2,5uL
Formaldehit 3,5uL
Formamid 10 uL
Etidyum Bromur (mg/mL) 0,5 uL
Toplam = 20,5 uL

Hazirlanan 6rnekler etlivde 55°C de 15 dakika bekletildi ve ardindan 2 uL yiritme

tamponu eklenerek karistirildi. Jele ylikleyip 60 Voltta 1,5 saat yuratalda.

3.2.9 Primer Tasarlama

Primer tasarlamak i¢in Cucumis sativus’a ait oldugu tahmin edilen dort farkh dizin gen
diizeyinde ve aminoasit diizeyinde birbirleriyle karsilastirildi. Sekanslar arasinda yiiksek

oranda benzerlik oldugu gorildi. Bu dort farkli tahmin edilen dizin, PREDICTED: Cucumis
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sativus polyphenol oxidase, chloroplastic-like (LOC105434462) (XM_011650143.1),
PREDICTED: Cucumis sativus polyphenol oxidase, chloroplastic-like (LOC101220458)
(XM_004146596.2), PREDICTED: Cucumis sativus polyphenol oxidase Il, chloroplastic-
like (LOC101219500) (XM_004146595.1) ve PREDICTED: Cucumis sativus polyphenol
oxidase, chloroplastic-like (LOC101219021) ( XM_004146593.1) ‘a aittir. Bunun
haricinde, farkl bitkilerdeki polifenol oksidaz genine ait dizin bigisi de gen diizeyinde ve
aminoasit dizeyinde birbiriyle karsilastirildi ve bunun sonucunda yiiksek oranda ortak
dizinlerin oldugu gorildu. Bu durumun polifenol oksidaz enzimine ait genin korunmus
bolgelerinin olabilecegi disinildu. Bir sonraki asamada, bu karsilastirmaya Cucumis
sativus’a ait oldugu tahmin edilen dort farkli dizin de ilave edildi ve bunlarin igerisinden
farkh bitkilerdeki polifenol oksidaz enziminin sekans bilgisiyle yiiksek oranda benzerlik
gosteren  PREDICTED: Cucumis  sativus polyphenol oxidase, chloroplastic-like
(LOC101219021) ( XM_004146593.1) (Cizelge 3. 3) secildi ve bu gene ait sekans bilgisi
NCBI’dan Fasta formatinda indirildikten sonra Primer3 programiyla ileri ve geri primerler
tasarlandi (Cizelge 3. 4). Primerler SYBR GREEN boyasi ile isaretlenip Ger¢ek Zamanli PCR
reaksiyonlari kuruldu. Reaksiyonlar Molgen Biyoteknoloji firmasinda BIORAD Real Time

PCR cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
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Cizelge 3. 3 Salatalikta (Cucumis sativus) Polifenol Oksidaz ve Aktin Genlerine ait
Fasta Formatinda Sekans Bilgileri

ENZIM

SALATALIK (Cucumis sativus) cDNA

Aktin

Cucumis sativus clone CU36H1 actin mRNA, partial cds (GenBank: DQ641117.1)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

gcaagtggcc
cccatctatg
gaccttactg
gccgaacggg
gaacaagaac
gatggacaag
ccatctctca
aagtgtgatg
accatgttcc

gtactaccgg
agggttacgc
atgctctcat
aaattgtccg
tcgagactgc
tcatcaccat
tcggtatgga
tagatatcag
ctggcattgce

tatcgtgctg
cctccctceat
gaaaattctc
tgacatgaaa
aaagagcagt
cggagctgag
agctgcagga
aaaggacctt
agacaggatg

gattctggtg
gccattctcc
actgaaagag
gtgaagctgg
tcctctattg
agattccgtt
atccacgaaa
tatggaaaca
agcaaggaaa

atggtgtgag
gtttggacct
gttacatgtt
catatgttgc
agaagaacta
gcccagaagt
ctacttacaa
ttgtcctcag
tcacagccct

tcacactgtt
tgctggtcgt
caccaccact
tcttgactac
tgaacttcct
tctattccag
ctccatcatg
tggtggttca
tgctcccagce

agcatg

Polifenol
Oksidaz

PREDICTED: Cucumis sativus polyphenol oxidase, chloroplastic-like (LOC101219021)

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651

ATGGCTTCTT
AACCAAATCC
TCTCATGCAA
GATCGTAGAG
GGCCACCAGC
GTCATATGGC
ATTGGAAAAA
TCGACGACCC
AAAGTGGCAT
TTTTTACATC
CCAGTTGGGG
TATTCTTCCC
AGGCATTATA
TTCACCACCG
CACTTTACGA
TACCTAAACT
TTGCAATCTC
GTTTCCTTGG
ATGGGCACCA
CACAAAGACC
TAGATCCGTT
ATTTGGAAAA
GTTGAATTCC
TCAAAGTTTC
GAGGTACCAC
GTGGATAAGA
TTTTGAATTC
AGCGGTGAGG
TCCAACTACT
CGCAGGACAG
ATTCCCCATG
AACTGAGGTC
TTAAGATTGA
AAGATTCAAC

TATCTTCTCT
TCCATTTCTT
AGCAGCCTCT
AAGTGTTGTT
TCTGTGTTGG
GAAAACACCT
TCATCCATTT
GCTGCCCATT
TAAGAAATTA
AAGCTAAAAT
TCTATCACAG
ATTTCATCGT
TTGGGAACCC
GGGATGTACA
TCATCTCCGT
ACAATGGAAA
CGTTGGATGA
AAGAGTTCTG
TTGAACAATC
CCTCATTTTG
GTTTTATGCT
CATTGGACGG
TCGTTTGTGT
TGATTGTTTG
TTCCATGGTT
ACTGAAGAAT
GGACATAACC
AAGTTGATGA
CGGGTGCATT
GTGCGCTGCG
GTCTCCACCA
ATTCAAGGGT
ACCTATGGTT
TTGAGCCCCT

TCTATTACTT
CAAACAAAAG
AATAATGGAG
CGGTCTTGGA
CAGCTCCATT
GGTGGCATCA
CGTCCcccCA
TGATGAACCA
AAACAACTCG
TCATTGTGCA
AAACTAGATT
GCCTATCTCT
AAATTTCGCC
TGCCCGAATT
GATCCACGTC
AACCGAAGAC
ATGACCGAAT
AAAGCTGGAG
CCCACATAAT
AAGACATGGG
CACCATGCCA
GAATCCAAAA
TTTACGATGA
GACACTGAAA
GCACATGAAC
CTGAGCCTCC
ACAATGGTAG
GGTGTTGGTG
TTGATGTACT
TTTCTTGAGT
CCATGATAAA
TGGGTTTGGA
GGTGGAGAAG
TCGATAA

TCTTCCTATT
ACATGTTGTT
AAGATTCTGT
GGTCTTTATG
GACGCCAGAT
AGGATTGTTG
AAAATTCAAC
GACCCAAATT
ATGAAGGTGA
TATTGCGATT
TGGAGTTCAT
ACTTCTTCGA
ATACCCTTTT
CTACAACCGC
ACGATCCACA
CATTCTTTTG
GCAAGTCCAA
AAACACCCAA
AACATTCACG
ATCTTTTTAC
ATATAGACCG
GATCACATTG
GAATAAAAAC
AGCTTGGTTA
AAAATCCCCA
AATCGTCAAC
ACAGGCCGGA
TTGGAAGATG
TGTTAATGTT
TTGTGGGCAG
ACCTCTTTGC
GCGTGATAAA
GTGTCACCGT

CTCAAACCAA
GTCAATTATG
AAGCAAATTT
GCGTCGTCAC
ATCTTTAACT
CCCACCACAA
AACCTTATGT
GAGGAATTGG
CCCGCATAGC
ATGTGTACAA
AGCAACGCGT
GAGAATCTTG
GGAATTGGGA
CCATCTTCAT
CAAATTGATT
ACGTTGTGGA
AGCCCTCGAA
TCCCACTGAT
ATTGGCTTGG
TCGGCAGCGC
GTTGTGGAAT
ACCCAGATTG
GCTGTAAATA
TGTTTACCAA
CCCCAAATCC
TTCCCCCAGA
AGAGGATAGG
TGGAGTATGA
GTTGATAAGG
CTTCAAAAAC
GTTTTGTGAT
AATTTGGCTG
TGGAGGAATT

22




Cizelge 3. 4 Aktin ve Polifenol Oksidaz Genine ait ileri ve Geri Primerler
Aktin:

ActFl1: 5’-CCACGAAACTACTTACAACTCCATC-3
ActR1: 5’-GGGCTGTGATTTCCTTGCTC-3°

Polifenol Oksidaz:
PFO F: 5 CACTGATATGGGCACCATTG 3'
PFO R: 5' ACCGGTCTATATTGGCATGG 3'

3.2.10 Komplementer DNA sentezi (cDNA)

Komplementer cDNA sentezi icin hazir ticari kitlerden biri olan Jena Bioscience
firmasinin ( Alman menseili Cat no: PCR511) script cDNA sentez kiti kullanildi. Deney
sirasinda yapilan islemler buz lzerinde gerceklestirildi. cDNA sentezi 6ncesi tim RNA
konsantrasyonlari 100 ng/ul olacak sekilde esitlendi. Reaksiyon 6rnek basina toplam
hacim 20 ul olacak sekilde asagidaki gibi gerceklestirildi (Cizelge 3. 5). Enzim eklemeden
once tipe konulan tim reaktifler birka¢ kez pipet ile karistirildi. Tim bilesenler tipe
konulduktan sonra tlipler Bio-Rad termal cycler cihazina konularak cDNA reaksiyonunun

Cizelge 3. 6’da belirtilen sicaklik ve slirelerde gergeklestiriimesi saglandi.

Cizelge 3. 5 cDNA Sentezi igin Gerekli Bilesenler ve Hacimleri

Bilesen Hacim (pL)
RNaz’siz distile su 10
Oligo dT Primer 0,5
dNTP Karisimi 1
DTT 1
Script RT Tamponu 4
Enzim 0,5
RNA Uriin 2
RNaz inhibitér 1
Toplam 20
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Gizelge 3. 6 cDNA Reaksiyonunun Gergeklesmesi igin Bio-Rad Termal Cycler Cihazinda
Belirlenen Sicaklik Degerleri ve Bunlara Karsilik Gelen Sireler

Sicaklik (°C) Sire (dk)

50 60
42 10
70 10

cDNA reaksiyonu sonrasinda elde edilen cDNA gercek zamanl PCR'da kullaniimak tzere

-20 derecede saklandi.

3.2.11 Gergek Zamanh PCR

cDNA eldesinden sonra Gergcek Zamanli PCR (Q-PCR) islemi icin de hazir ticari kitlerden
biri olan Jena Bioscience firmasinin (Alman menseili Cat no: PCR306) qPCR GreenMaster
with UNG/lowROX kiti kullanildi. Bu deney esnasinda yapilan islemler buz lizerinde
gerceklestirildi. Gercek zamanli PCR reaksiyonlari icin gerekli bilesenler Cizelge 3. 7'de
belirtilen hacimlerde kullanild ve toplam hacim 20 pL olacak sekilde deney

gerceklestirildi.

Cizelge 3. 7 PCR Reaksiyonlari icin Gerekli Hacmi iceren Bilesenler

Bilesen Hacim
PCR Grade Su 6,8 puL
Real Time Master Karisim 10 pL
Geri Primer 0,6 puL
ileri Primer 0,6 uL
cDNA Uriin 2 uL
Toplam =20 pL

Sonrasinda 96 well plate icine konulan karisimlara ait reaksiyon Biorad CFX Connect

cihaziile Cizelge 3. 8'de ifade edildigi sekilde gerceklestirildi.
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Cizelge 3. 8 Q-PCR Reaksiyonlari igin Gerekli Olan Sicaklik Degerleri ve Streler

Sicaklik (°C) Siire
50 3 dk
95 2 dk
95 15 sn W
55 40 sn %40 siklus
72 30 sn _

Gercek zamanli PCR (Q-PCR) reaksiyonu basarili bir sekilde gerceklestirildikten sonra, Cr
degerleri kontrol grubu ve juglon uygulanmis 6rnekler (yaprak ve kok) icin polifenol
oksidaz (PFO) ve Aktin genlerinde kat degisimi (fold change) hesaplamak amaciyla

kullanildi. Karsilastirmali Cr metodu kullanilarak ACt ve 2"24¢T degerleri hesaplandi.

3.2.12 DNA Elektroforez Jeli

DNA Elektroforez jeliicin 0,75 g Agaroz tartilip bir behere aktarildi. Uzerine 75 mL 1X TBE
tamponu ilave edildi. Mikrodalga firin icinde agarozun erimesi saglandi ve biraz
soguduktan sonra 3 pL etidyum bromiir ilave edildi ve jel dokildi. 7,4 uL 6rnek ve 1,6

uL yaritme boyasi (loading dye) kuyulara yiklendi.

3.2.13. istatistik Analiz

Arastirma g tekrarli olarak ylirGtilmis olup juglon konstrasyonunun salatalikta biyliime
parametreleri (cimlenme, kok ve govde bliyiimesi), PFO enzim aktiviteleri ile PFO gen
ifadeleri arasi iliskileri belirlemek icin korelasyon testi yapildi ve 0,01 ve 0,05 6nemlilik

dizeylerinde korelasyon durumlari belirtildi.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE TARTISMA
4.1 Sonuglar

4.1.1 Juglonun Salatalikta Tohum Cimlenmesi ile K6k ve Gévde Biiyiimesi Uzerine

Etkileri

Salatalik tohumlarina 10 giin siireyle uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Juglon
¢Ozeltisi bitkilerin kok, govde gelisiminde ve tohumlarin ¢imlenme oraninda gozle
gorulur derecede farkliliklara neden olmustur. Ozellikle 0,25 mM ve 0,5 mM Juglon
uygulandiginda kontrol grubuna (saf su) gore salatalik tohumlarinin kok ve govde
bliyimesinde inhibisyon etkisi gdstermis olup tohumlarin ¢cimlenme oranini da olumsuz
etki gostererek disirmustiir. Fakat 1 mM Juglon uygulandiginda ise kontrol grubuna
gore kok, govde bliyimesi ve tohumlarin cimlenmesinde olumlu etki gostererek artisa

sebep olmustur (Sekil 4. 6).
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Sekil 4. 6 Konrol (Saf Su) ve 0,01, 0,1, 0,25 ve 0,5 mM Juglon uygulanmis olan
tohumlarin karanlikta ve 25°C de 10 giin slireyle ¢cimlenmesinin ardindan elde edilen

sonuclar

Cizelge 4. 9’da ise bu ¢cimlenmelere ait veriler bulunmaktadir ve bu veriler gozle goriilen

sonuclari dogrular niteliktedir.

Cizelge 4. 9 Juglon’un kok, gévde uzunlugu ve ¢cimlenme ylzdesine etkileri

Kok Uzunlugu Govde Cimlenme Yiizdesi
(cm) Uzunlugu(cm) (%)
Saf Su 7,05 4,37 82,2
0,01 mM Juglon 9,65 5,94 73,4
0,10 mM Juglon 11,59 5,70 83,4
0,25 mM Juglon 4,47 3,40 81,1
0,50 mM Juglon 2,30 1,91 75,5
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4.1.2 Juglonun Saltalikta Polifenol Oksidaz Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri

Enzimlerin ekstraksiyonu asamasinda 1g doku 10 mL tamponda homojenize edildiginden
substrat olarak katekoliin kullanildigi deneyde 100 uL (0,1 mL) enzim 6zitiline karsi gelen
gram doku miktari hesaplandi ve 0,01 g doku oldugu bu hesaplamayla belirlendi.
Spektrofotometrede 430 nm de olglilen aktivite degerleri 0,01 gr dokuya karsi
geldiginden 1 gramdaki aktivite degerleri hesaplandi ve nisbi aktivite degerleri olarak
Sekil 4. 7°de kullanildi. Bu sekle bakildiginda 6zellikle tohumlara juglonun uygulandigi
tim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore yaprakta PFO aktivite degerlerinin 6nemli
Olclide artis gosterdigi tespit edilmistir. Fakat aktivitenin 0,1 mM degerine kadar arttig
sonrasinda ise dlstligu godzlenmistir. Kokte ise ozellikle 0,5 mM Juglon uygulanmasi
sonucunda kontrole gore PFO aktivite degerlerinde yine yliksek oranda artis tespit

edilmistir.
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M Saf su (kontrol) ®™ 0,01 mM Juglon 0,1 mM Juglon 0,25 mM Juglon  ®0,5 mM Juglon

Sekil 4. 7 Juglonun katekol okside eden PFO aktiviteleri Gizerine etkisi

Substrat olarak katekoliin kullanildigi deneyde kullanilan enzim 6zit miktari ile substrat
olarak dopanin kullanildigi deneydeki enzim o6zit miktarlari ayni oldugundan
hesaplamada kullanilan islemler burada da tekrar edildi fakat spektrofotometrede
Olclim 490 nm’de yapildi. Gram doku basina aktivite degerleri hesaplanarak nisbi aktivite
degerleri olarak Sekil 4. 8'de sunuldu. Bu sekle bakildiginda 6zellikle tohumlara juglonun

uygulandigl tim konsantrasyonlarda kontrol grubuna goére yaprakta PFO aktivite
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degerlerinin dnemli Olclide artis gosterdigi tespit edilmistir. Fakat aktivitenin 0,1 mM
degerine kadar arttig1 sonrasinda ise diistigl gozlenmistir. Kokte ise 6zellikle 0,01 mM
ve 0,5 mM Juglon uygulanmasi sonucunda kontrole gére PFO aktivite degerlerinde yine

yuksek oranda artis tespit edilmistir.
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Sekil 4. 8 Juglonun dopa okside eden PFO aktiviteleri lizerine etkisi

4.1.3 Juglonun Salatalikta Polifenol Oksidaz Gen ifadeleri Uzerine Etkileri

Gercek zamanl PCR sonrasinda yapilan DNA Elektroforez jeline ait sonuc Sekil 4. 9'da
gosterilmistir. ilk bes 6rnek yapraktaki polifenol oksidaz genine ait olup, sonraki bes
ornek kokteki PFO genine aittir. Son 6rnek ise yliklenen markeri gostermektedir. Bu sekle
bakildiginda PFO genine ait bant disinda herhangi bir bant géziikmemesi ve primer
dimerlerin varhginin tespit edilmemis olmasindan dolayi PFO nun gen ifadesine ait

deneyin yaprakta ve kokte basariyla gerceklestirildigi soylenebilir.
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Sekil 4. 9 Real-time PCR sonrasi Polifenol Oksidaz enziminin jel gériintiisi: ilk bes 6rnek
yaprak, sonraki bes 6rnek kdk ve son 6rnek de yliklenen markeri géstermektedir

Gergek zamanli PCR sonrasi elde edilen Cr degerleri yaprakta Aktin geni igin Cizelge 4.

10’da ve PFO enzimini kodlayan gen icin Cizelge 4. 11’'de belirtildi ve bu degerlerden

karsilastirmali Cr metodu kullanilirken yararlanildi.

Cizelge 4. 10 Yaprakta, kontrol grubu ve Juglon uygulanmis érneklerde Aktin geni igin

Cr degerleri
YAPRAK Kontrol 0,01 mM 0,1 mM 0,25 mM 0,5 mM
Aktin Juglon Juglon Juglon Juglon
Uygulanmig Uygulanmig Uygulanmigs | Uygulanmis
Aktin Aktin Aktin Aktin
Crdegerleri | 21,14698 21,02855 23,19177 21,82798 21,31957
Crdegerleri | 21,13708 20,61256 21,68293 21,09705 21,66007
Ortalama 21,14203 20,82056 22,43735 21,46252 21,48982

Cizelge 4. 11 Yaprakta, kontrol grubu ve Juglon uygulanmis 6érneklerde PFO geni icin Cr

degerleri
YAPRAK Kontrol 0,01 mM 0,1 mM 0,25 mM 0,5 mM
PFO Juglon Juglon Juglon Juglon
Uygulanmig Uygulanmig Uygulanmigs | Uygulanmis
PFO PFO PFO PFO

Crdegerleri | 34,20915 32,12126 34,12938 34,45911 33,72980
Crdegerleri | 35,43509 36,09639 32,61299 35,57442 34,18564
Ortalama 34,82212 34,10883 33,371185 35,01677 33,95772
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Karsilastirmali Cr metodunun kullanilmasiyla ACr ve 225¢T degerlerini hesaplamak igin

kullanilan formul;

ACt = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen) [24]

2—AACT - 2—([CT ilgili gen — CT control geni](JUGLON) — [CT ilgili gen — CT control geni])(KONTROL) [24]

2°88CT degerleri yaprakta; 0,01 mM Juglon uygulanmis érnek icin 1,312; 0,1 mM Juglon
uygulanmis ornek icin 6,710; 0,25 mM Juglon uygulanmis 6rnek i¢in 1,091; 0,5 mM
Juglon uygulanmis 6rnek icin 2,317 olarak bulundu. Bu degerler kat degisimini (fold

change) gostermektedir.

Bundan sonra, juglon ile muamele edilmis ve juglon ile muamele edilmemis (kontrol)
orneklerde Polifenol Oksidaz enzimini kodlayan gen igin ACr degerleri hesaplandi.

Ortalama degerler bulunup bu degerleri gosteren situn grafigi cizildi.

Juglon ile muamele edilmemis (kontrol) yaprakta PFO Gen ifadesi
2-ACT - 2-[34,20915-21,14698] =0,000116922

2—ACT - 2—[35,43509—21,13708] - 4,96444E-05

Ortalama = 8,3283E-05

0,01 mM Juglon ile muamele edilmis yaprakta PFO Gen ifadesi
2-ACT - 2-[32,12126-21,02855] =0,00045789

2-ACT - 2-[36,09639-20,61256] - 2,18224E-05

Ortalama = 0,000239856

0,1 mM Juglon ile muamele edilmis yaprakta PFO Gen ifadesi
2—ACT — 2—[34,12938—23, 19177] - 0,00050986

2—ACT - 2—[32,61299—21,68293] - 0,000512536

Ortalama = 0,000511198

0,25 mM Juglon ile muamele edilmis yaprakta PFO Gen ifadesi
2-ACT - 2-[34,45911-21,82798] =0,000157634

2—ACT - 2—[35,57442—21,09705] - 4,38407E-05

Ortalama = 0,000100738
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0,5 mM Juglon ile muamele edilmis yaprakta PFO Gen ifadesi
2-ACT - 2-[33,72980-21,31957] - 0,000183717

2-ACT - 2-[34,18564—21,66007] - 0,000169601

Ortalama = 0,000176659

0,01 mM Juglon ile muamele edilmis yaprakta PFO Gen ifadesi icin Kat Degisimi =
0,000239856/8,3283E-05 = 2,880015551

0,1 mM Juglon ile muamele edilmis yaprakta PFO Gen ifadesi icin Kat Degisimi =
0,000511198/8,3283E-05 = 6,138081895

0,25 mM Juglon ile muamele edilmis yaprakta PFO Gen ifadesi icin Kat Degisimi =
0,000100738/8,3283E-05 = 1,209580703

0,5 mM Juglon ile muamele edilmis yaprakta PFO Gen ifadesi icin Kat Degisimi =
0,000176659/8,3283E-05 =2,121184767

Hesaplanan bu degerleri iceren grafik Sekil 10’da gosterildi ve bu hesaplanan degerler
yaprakta juglon uygulanan gruplarin kontrol grubuna gore kat degisimini ifade
etmektedir. Bu grafige gore PFO’ yu kodlayan genin nisbi gen ifadesinin kontrol grubuna
kiyasla uygulanan tiim juglon konsantrasyonlarinda artis gosterdigi belirlenmis olup en

fazla artis 6 kat artis 0,1 mM degerinde gozlenmistir [25].

Ortalama Kat Degisim (Fold Change) ifadeleri

6,138081895

2,880015551

Kat Degisimi
D

2,121184767

1,209580703

H 0,01 mMJuglon m0,1 mMJuglon ®0,25mM Juglon 0,5 mM Juglon
Sekil 4. 10 PFO’nun Yaprakta Nisbi Gen ifadeleri
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Gergek zamanli PCR sonrasi elde edilen Cr degerleri kbkte Aktin geni igin Cizelge 4. 12'de

ve PFO enzimini kodlayan gen icin Cizelge 4. 13’de belirtildi ve bu degerlerden

karsilastirmali Cr metodu kullanilirken yararlanildi.

Cizelge 4. 12 Kokte, kontrol grubu ve Juglon uygulanmis 6rneklerde Aktin geni igin Cr

degerleri
0,01 mM 0,1 mM 0,25 mM 0,5 mM
KOK Kontrol Juglon Juglon Juglon Juglon
Aktin Uygulanmig Uygulanmig Uygulanmig | Uygulanmis
Aktin Aktin Aktin Aktin
Cr degerleri
19,76789 20,33378 21,58126 19,16448 20,8737
Cr degerleri
21,16711 21,51164 21,27429 21,04078 17,80701
Ortalama
20,4675 20,92271 21,427775 20,10263 19,340355

Cizelge 4. 13 Kokte, kontrol grubu ve Juglon uygulanmis 6rneklerde PFO geni igin Ct

degerleri
0,01 mM 0,1 mM 0,25 mM 0,5 mM
KOK Kontrol Juglon Juglon Juglon Juglon
PFO Uygulanmig Uygulanmig Uygulanmigs | Uygulanmis
PFO PFO PFO PFO

Cr degerleri | 33,82281 32,50037 32,27385 33,63978 34,06980
Crdegerleri | 32,65201 34,16753 34,77789 36,71197 35,17017
Ortalama | 33,23741 33,33395 33,52587 35,17587 34,61998

2°85CT degerleri kdkte; 0,01 mM Juglon uygulanmis 6rnek icin 1,282; 0,1 mM Juglon

uygulanmis ornek icin 1,593; 0,25 mM Juglon uygulanmis 6rnek i¢in 0,203; 0,5 mM

Juglon uygulanmis 6rnek icin 0,176 olarak bulundu. Bu degerler kat degisimini (fold

change) gostermektedir.

Bundan sonra, juglon ile muamele edilmis ve juglon ile muamele edilmemis (kontrol)

orneklerde Polifenol Oksidaz enzimini kodlayan gen icin ACr degerleri hesaplandi.

Ortalama degerler bulunup bu degerleri gosteren situn grafigi cizildi.




Juglon ile muamele edilmemis (kontrol) kékte PFO Gen ifadesi
2-ACT - 2-[34,20915-21,14698] - 5,87554E-05

2-ACT - 2-[35,43509-21,13708] - 0,0003489

Ortalama = 0,000203828

0,01 mM Juglon ile muamele edilmis kékte PFO Gen ifadesi
2—ACT - 2—[32,12126—21,02855] =0,000217516

2-ACT - 2-[36,09639-20,61256] - 0'000154952

Ortalama =0,000186234

0,1 mM Juglon ile muamele edilmis kékte PFO Gen ifadesi
2—ACT = 2—[34,12938—23, 19177] - 0,00060424

2—ACT = 2—[32,61299—21,68293] e 8,61016E-05

Ortalama = 0,000345171

0,25 mM Juglon ile muamele edilmis kékte PFO Gen ifadesi
2-ACT - 2-[34,45911—21,82798] E 4,39036E-05

2-ACT - 2-[35,57442-21,09705] — 1,91647E-05

Ortalama = 3,15342E-05

0,5 mM Juglon ile muamele edilmis kokte PFO Gen ifadesi
2—ACT - 2—[33,72980—21,31957] - 0,000106556

2-ACT - 2-[34,18564-21,66007] - 5'93 155E-06

Ortalama =5,62438E-05

0,01 mM Juglon ile muamele edilmis kékte PFO Gen ifadesi icin Kat Degisimi =
0,000186234/0,000203828 = 0,91368

0,1 mM Juglon ile muamele edilmis kékte PFO Gen ifadesi icin Kat Degisimi =
0,000345171/0,000203828 = 1,69345

0,25 mM Juglon ile muamele edilmis kékte PFO Gen ifadesi icin Kat Degisimi =
3,15342E-05/0,000203828 = 0,15471
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0,5 mM Juglon ile muamele edilmis kékte PFO Gen ifadesi icin Kat Degisimi = 5,62438E-
05/0,000203828 = 0,27594

Hesaplanan bu degerleri iceren grafik Sekil 11’de gosterildi ve bu hesaplanan degerler
kokte juglon uygulanan gruplarin kontrol grubuna gore kat degisimini ifade etmektedir.
Bu grafige gore PFO’ yu kodlayan genin nisbi gen ifadesinin kontrol grubuna kiyasla
uygulanan 0,25 mM ve 0,5 mM juglon konsantrasyonlarinda azalma gosterdigi
belirlenmis olup 0,01 mM ve 0,1 mM juglon uygulanan 6rnekte Polifenol oksidaz geninin
ifadesinin kontrole gore arttigl, 0,1 mM juglon uygulandiginda bu artisin yaklasik 2 kat

arttigi tespit edilmistir [25].

Ortalama Kat Degisim (Fold Change) ifadeleri
1,8
1,6
1,4
1,2

0,8

Kat Degisimi

0,6
0,4
0,2

H 0,01 mMJuglon m®0,1 mM Juglon 0,25 mM Juglon 0,5 mM Juglon

Sekil 4. 11 PFO nun Kékte Nisbi Gen ifadeleri

Son olarak (Cizelge 4. 14) calisilan tim parametreler arasindaki iliskiyi ve istatistiki
onemlilik durumlarini gosteren tablo hazirlandi. Bu asamada SPSS istatistik
programindan yararlanildi. Tekrar degerlerine gore yaprakta katekol oksidaz aktivitesi
ile dopa oksidaz aktivitesi arasinda, kdkte katekol oksidaz aktivitesi ile dopa oksidaz
aktivitesi arasinda ** (P < 0,01) 6nem seviyesinde pozitif korelasyon; kdkte Katekol
oksidaz aktivitesi ile ¢imlenme verimi arasinda, kokte dopa oksidaz aktivitesi ile
¢imlenme verimi arasinda ayni 6nem seviyesinde negatif korelasyon tespit edildi. Ayni
zamanda kok uzunlugu ile gévde uzunlugu arasinda yaprakta polifenol oksidaz gen

ifadesi ile kok uzunlugu arasinda * (P < 0,05) 6nem seviyesinde pozitif korelasyon; kdkte
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Katekol oksidaz ile kk uzunlugu arasinda, kokte dopa oksidaz aktivitesi ile kok uzunlugu

arasinda yine ayni dnem seviyesinde negatif korelasyon tespit edildi.

Gizelge 4. 14 Juglonun etkileri bakimindan salatalikta blyiime parametreleri, PFO

aktiviteleri ve gen ifadeleri arasindaki korelasyonlar

Parametreler | Kok Govde Cimlenme Katekol Katekol Dopa Dopa PPO Gen PPO Gen
Uzunlugu | Uzunlugu | Verimi Oksidaz Oksidaz Oksidaz Oksidaz ifadesi ifadesi
Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok
Kok 1 0,711* 0,565 0,482 -0,674* 0,443 -0,703* 0,696* 0,330
Uzunlugu
Govde 0,711* 1 0,329 0,123 -0,611 0,184 -0,589 0,193 0,283
Uzunlugu
Cimlenme 0,565 0,329 1 0,234 -0,903** 0,092 -0,926** 0,288 0,255
Yiizdesi
Katekol 0,482 0,123 0,234 1 -0,121 0,970** -0,091 0,579 0,354
Oksidaz
Yaprak
Katekol -0,674* -0,611 -0,903** -0,121 1 -0,006 0,983** -0,212 -0,220
Oksidaz
Kok
Dopa 0,443 0,184 0,092 0,970%** -0,006 1 0,017 0,575 0,319
Oksidaz
Yaprak
Dopa -0,703* -0,589 -0,926** -0,091 0,983** 0,017 1 -0,290 -0,255
Oksidaz
Kok
PPO Gen 0,696* 0,193 0,288 0,579 -0,212 0,575 -0,290 1 0,161
ifadesi
Yaprak
PPO Gen 0,330 0,283 0,255 0,354 -0,220 0,319 -0,255 0,161 1
ifadesi Kok
**(P<0,01), *(P<0,05)
4.2. Tartisma
Juglonun salatalikta tohum c¢imlenmesine etkisi hakkinda, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda, dikkat ¢eken bir olumsuz veya olumlu etki gériilmemektedir. Oysa

salatalik fidelerinin kok ve godvde uzamalari juglon tarafindan olduk¢a olumsuz

etkilenmistir. Bilhassa 0,25 ve 0,50 mM juglon konsantrasyonlari hem kok hem de gévde

uzamasini engellemistir. Kok uzamasi gévdeye gore daha olumsuz etkilenmistir. Soyle ki;

0,25 mM juglon kontrole gore yaklasik %50 oraninda ve 0,50 mM juglon ise %70

oraninda kok uzamasini azaltmistir.

Daha 6nce yapilan calismalarda da buna benzer sonuglar elde edilmistir. 1 mM juglon

uygulandiginda salatalik tohumlarinin ¢cimlenmesi hafif bir azalma gosterirken fidelerin

kok ve govde uzamalari 6nemli derecede engellenmistir (Kocacaliskan ve Terzi 2001,

Terzi ve ark. 2003, Kocacaliskan ve ark. 2009, Terzi ve Kocacaliskan 2010). Onceki
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calismalarda juglonun tek konsantrasyonu (1 mM) kullanilmistir. Bu ¢alismada ise daha
disik konsantrasyonlar calisildigl halde bazi konsantrasyonlarda benzer sonuglar elde
edilmistir. Duslik konsantrasyonlar olan 0,01 ve 0,1 mM juglonda fide blylimesi olumsuz
etkilenmemis hatta olumlu etkilendigi durumlar da olmustur. Dolayisiyla juglonun
salatalikta cimlenme Uzerine notr etki gosterirken fide blylimesi Gzerine etkisinin ise
konsantrasyona bagh oldugunu soyleyebiliriz. Soyle ki; bu hususta 0,25 mM esik
konsantrasyon olarak belirlenmis olup bu ve Uzeri juglon konsantrasyonlari engelleyici
etki, buna mukabil bunun asagisindaki konsantrasyonlar ise ya notr yada blylimeyi

artirici etki géstermektedir.

Yine juglon maddesinin sentezlendigi ceviz agaclarinin yaprak ozitleri salataliga
uygulandiginda da juglon etkisine paralel sonuglar elde edilmistir. Yogun o6zitler fide
bliyimesini engellerken seyreltik o6zitler blylumeyi artirici etki gostermektedir
(Kocagaliskan ve Terzi 2001). Juglon maddesi ceviz agacinin kok hiicrelerinde toksik
olmayan hidrojuglon formunda sentezlenmekte ve buradan ksilem borulariyla
yapraklara tasinarak bir kismi yaprakta birikirken bir kismi da hidatodlardan disari
salgilanmaktadir. Havayla temas ettiginde oksitlenerek juglona doniisen madde yaprak
ylizeyinde birikip yagmurla yikanarak topraga gecmektedir. Dolayisiyla juglon cevizde en
¢ok yapraklarda bulunmaktadir. Yaprak ozitlerinin uygulanmasiyla yapilan deneylerde

de juglon uygulanmis etkisi gbzlenmektedir (Kocacaliskan 2006).

Juglonun katekol okside eden polifenol oksidaz enzimi lzerine etkisine baktigimizda
yapraklardaki enzimlerin daha ¢ok etkilendigi gériilmektedir. Yapraklarda her iki substrat
ile 6lctilen enzim aktiviteleri 0,01 mM juglon uygulandiginda kontroldekine ¢ok yakin bir
deger verirken (st konsantrasyonlar enzim aktivitesini oldukga artirmistir. Kokte ise
kontrole gore belirgin bir fark gériilmemistir. Yani juglon etkisinin kokte nétr oldugunu
soyleyebiliriz. Dopa okside eden polifenol oksidaz ise yaprakta batin juglon
konsantrasyonlarinca aktivitesi artirilmistir. Kokte sadece 0,50 mM juglon tarafindan
aktivite artisi belirlenmistir. Diger konsantrasyonlarin etkisi nétr olmustur. Onceki
calismalarda 1 mM gibi vyiksek konsantrasyonda, ki bundan daha vyiksek
konsantrasyonda juglonu suda ¢ézmek mimkiin olmamaktadir, uygulandiginda juglon

polifenol oksidaz aktivitesini kontrole gore 6nemli derecede arttirdigl rapor edilmistir
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(Terzi ve ark. 2003, Kocagaliskan ve ark. 2009). Bu cihetle bu galisma 6ncekileri blylk

oranda desteklemektedir.

Juglonun polifenol oksidaz enziminin gen ifadeleri lzerine etkilerine baktigimizda;
yaprakta polifenol oksidazin gen ifadesi kontrole gore juglon tarafindan artirilmistir.
Ancak juglon konsantrasyonlarina gore artisin derecesi degismektedir. En etkili
konsantrasyon 0,1 mM juglon olup kontrole gbére 6 kat artis saglamistir. Diger
konsantrasyonlarin etkileri buna gore ¢cok daha diistktir. Kokte ise PFO’ yu kodlayan
genin nisbi gen ifadesinin kontrol grubuna kiyasla uygulanan 0,25 mM ve 0,5 mM juglon
konsantrasyonlarinda azalma gosterdigi belirlenmis olup 0,01 mM ve 0,1 mM juglon
uygulanan ornekte polifenol oksidaz geninin ifadesinin kontrole gore arttigi, 0,1 mM
juglon uygulandiginda bu artisin yaklasik 2 kat arttig1 tespit edilmistir. Boylece hem
yaprakta hem de kokte polifenol oksidaz enziminin gen ifadesi 0,1 mM juglon tarafindan
hatiri sayilir bir gen ifadesi artisi saglamistir. Bundan daha disik ve daha yiksek
konsantrasyonlarin etkisi zayif olmustur. Polifenol oksidaz aktivitesi ve gen ifadesinin
juglon uygulanmasi sonucu olusan bu degisiklikler, bitki blylimesinde dogrudan olmasa
da dolayl katkisi olan katekol, dihidroksifenil alanin, tirosin, kafeik asit, klorogenik asit

gibi birgok fenolik maddeyi oksitleyerek azalmasina sebep olur.

Juglonun salatalikta polifenol oksidaz gen ifadeleri tizerine etkileri hususunda daha 6nce
calisma yapilmamisti. Fakat, juglon stres uygulanmis piring koklerinde ve misir
fidelerinde bazi genlerin ifadeleri lizerine ¢calismalar yapilmistir. Juglon stres uygulanmis
piring koklerinde piring transkriptomunun genis analizi yapilarak juglona maruz kalan
piring koklerinde hiicre biylimesi, hlicre duvari olusumu, kimyasal detoksifikasyon,
abiyotik stres yaniti ve epigenez ile ilgili transkript gen diizeylerinde degisiklikler tespit
edilmis. Juglon ile muamele edilmis piring koéklerinin gen ekspresyon profili, absisik asit
ve jasmonik asidin gen ekspresyon ifadesinin artmasini ve biyosentezini ve giberellik
asitin inaktivasyonunu ortaya ¢ikarmistir ve buna ek olarak iki kalsiyum bagimli protein
kinaz (CDPK), 6 mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) geni ve 1 MAPK geninin
sentezlenmesini arttirmis ve CDPK benzeri bir kinaz ve MAPK'lerin aktivitelerini belirgin
sekilde arttirmistir (Chang 2011). Misir fideleriyle yapilan ¢alismada ise juglonun misirin
bliylimesi ve gelismesi Gzerindeki allelokimyasal etki ve juglonun sebep oldugu oksidatif
stres altindaki misir fidelerinde Glutatyon Transferaz geninin (Gstl) ekspresyon ifadesi
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Uzerine etkileri arastirilmis. Tohumlarina 5 farkl konsantrasyonda (0,01, 0,005, 0,001,
0,0005 ve 0,0001 mM) juglon uygulamasi yapilarak 4- giin, 6-giin ve 8-glin olacak sekilde
juglona maruz birakilan misir tohumlarindan elde edilen birincil koklerde ve
koleoptillerde Gstl geninin ekspresyon ifadesine bakilmistir. Kontrol tohumlari ile
karsilastirildiginda allekimyasal strese maruz birakilan tohumlarda zamana ve doza
bagimh olarak analiz edilen genin transkipsiyonel aktivitesinin degistigi tespit edilmistir.
Bu ¢alismanin sonucunda, 4-glinlik juglon uygulamasi analiz edilen genin 6nemli dlglide
eksprese olmasini saglarken, 6- glinlik ve 8-glinlik juglon uygulamalari Gstl geninin
ekspresyonunu 6nemli 6l¢lide distrdigl gozlenmistir. Gstl geninin ekspresyonundaki
bu azalmaya uzun slre strese maruz birakilan misir tohumlarindaki anti-oksidant
savunma sisteminin kirllmasinin yol actigi belirtilmistir (Sytykiewicz, 2011). Yapilan bu
calismalara bakildiginda uygulanan juglon konsantrasyonunun ve uygulama siresinin
farkhligi enzimlerin gen ifadesi Uzerinde etkilerinde elde edilen sonuglari
etkileyebilecegini ortaya koymustur. Juglonun salatalikta polifenol oksidaz gen ifadesi
Uzerine etkilerinde konsantrasyona bagh olarak gen ifadesinde meydana degisiklik bu

durum ile agiklanabilir.
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