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OZET

INORGANIK AZOT KAYNAGINDAKI DEGiSIME CEVAPTA BIiTKILERDEKI
HUCRESEL REDOKS DEGIiSiMiNIN iINCELENMESI

Omer Adil KORKMAZ

Kimya Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Barbaros NALBANTOGLU

Azot; bitkinin bltlin yasam evrelerinde, metabolizmadan kaynak paylasimina birincil
Oneme sahip bir elementtir. Bundan dolayi azot kaynagindaki degisimin bitki tizerinde
tanimlanmasi zordur ve heniiz kesin tanimlamalar getirilememistir. Bu ¢alisma; azot
kaynagindaki degismeyle birlikte hiicresel redoks durumunda meydana gelen
degisiklige cevapta bitki hicrelerinde meydana gelen biyokimyasal degisimleri
tanimlamak ve azot asimilasyon vyollarinin redoks dengeleme mekanizmalarindaki
rollerini belirlemek amaciyla gercgeklestirilmistir.

Bu amacla bitki arastirmalarinda model organizma olarak kullanilan Arabidopsis
thaliana tohumlari azot kaynagi olarak nitrat iceren erlenler icinde 15 giinliik bliyime
sirecine birakildi. 9. glin sonunda 26 saat azot acligina birakildiktan sonra azot kaynagi
olarak ImM konsantrasyonda amonyum veya nitrat ilave edildi. 9.glin sonunda, azot
achginda ve yeni azot kaynagi ilavesinden sonra takip eden 1., 3. ve 5. glin sonunda
hasat edilen bitkilerin; protein miktarlari, bazi antioksidan enzim aktiviteleri, lipid
peroksidasyonu, H,0, diizeylerindeki degisimler, GS, GOGAT ve GDH enzim aktiviteleri
Olgllmustdr.

Hem amonyum hem de nitrat protein degerlerini ve GS aktivitelerini azaltmis; SOD, GR
ve AP aktivitelerini arttirmig; CAT aktivitelerinde ayni etkileri gdstermis; hem H,0,



degerleri hem de GOGAT aktivitelerinde farkhlik géstermistir. Amonyum ve nitrat hem
MDA’lI bilesiklerin degerlerinde hem de GDH aktivitelerinde ters etki gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis thaliana, amonyum, nitrat, asimilasyon, antioksidan
enzimler
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CELLULAR REDOX CHANGES IN PLANTS IN RESPONSE
TO CHANGING THE INORGANIC NITROGEN SOURCE

Omer Adil KORKMAZ

Department of Chemistry

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Barbaros NALBANTOGLU

Nitrogen is a primary important element present in all the life stages and processes of
plants, from metabolic pathways to the distribution of resources; therefore,
identification of the changes of nitrogen utilization in plants is difficult and precise
identification could not be done. The aim of this study was to identify the changes due
to the nitrogen source in the various redox reactions taking place, to identify
biochemical variations in plant cells, and to determine the role of nitrogen assimilation
pathways on redox stabilization mechanism.

Arabidopsis thaliana seeds, a model organism for plant research, were grown in flasks
containing nitrate as the nitrogen source for 15 days. On the 9th day of the incubation
period, they were nitrogen starved for 26 hours, then grown in two sets of flasks
containing concentrated ammonium and nitrate respectively. After starving for 26
hours and growth in the concentrated nitrogen source, the plants were harvested on
1st, 3rd, and 5th days (thus the total 15 days); amount of protein, antioxidant enzyme
activities, lipid peroxidation, changes in H,0, levels, GS, GOGAT, and GDH enzyme
activities were investigated.

Both ammonium and nitrate decreased the amount of protein and GS activity,
increased SOD, GR and AP activities; additionally, both affected CAT activity in the
same way; however, H,0, level and GOGAT activity were affected differently. Both the

Xii



amount of MDA compounds and GDH activity were reversely affected by ammonium
and nitrate.

Keywords: Arabidopsis thaliana, ammonium, nitrate, assimilation, antioxidant
enzymes
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Azot ile beslenmenin bitki blylime ve gelismesi, ayrica biyokimyasal slirecler lizerinde
farkh etkileri oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda, bitkilerin organik ve inorganik
azot kaynaklarini kullanabildiklerini ve farkli azot kaynaklarina verilen tepkinin bitkiler
arasinda farklihk gosterdigi belirlenmistir. Nitrat konsantrasyonu amonyum
konsantrasyonundan 3 kat fazla olan ortamda domates bitkisi en ideal blylime
gosterirken, amonyum  konsantrasyonunun arttig§i  durumlarda  biliyime
sinirlanmistir[1]. Beyaz ladinler[2] ve bazi arktik kamislarla[3] yapilan ¢alismalarda bu
bitkilerin azot kaynagi olarak biliyik oranda amonyumu tercih ettikleri gorilmustir.
Azot kaynagi olarak sadece amonyum verilmis olan fasulye bitkisinin kok blylimesinin,
azot kaynagi olarak nitrat veya amonyum nitrat verilmis olan bitkilere gore azaldigi

bildirilmistir[4].

Bitki bliyiimesi ve gelismesinde etkili olan azot kaynaklari (izerinde cevresel faktorlerin
de etkili oldugu gorilebilmektedir. Yiiksek isik yogunlugunun amonyumla beslenen
bitkide blylime Uzerine inhibe edici etkisi bulunmustur[5][6][7]. Ayni sekilde toprak
sicakliginin artmasi bitkilerin amonyum toleransini distirmustir[8][9]. Misir bitkilerinin
bulundugu ortamda potasyum iyon konsantrasyonu 0,1 mM’dan 1,6 mM’a
¢ikarildiginda amonyumla beslenen bitkilerin yaprak agirliklari, nitrat ile beslenenlere
gore %49 oraninda arttigi gozlenmistir[10]. Bir baska misir bitkisi Gzerinde yapilan

calismada, ortamin pH’si 4’den 5,5’e c¢ikarildiginda; amonyumla beslenen koklerin kuru



agirliginda artis, nitrat ile beslenenlerin  kuru agirliginda azalma oldugu

bildirilmistir[11].

Amonyumun toprakta 20-200 puM arasindaki konsantrasyonlarda bitkilerin gelismesi
Uzerine olumlu etkilerinin oldugu, fakat daha yiiksek konsantrasyonlarda ise toksik etki
gosterdigi tespit edilmistir[12][13]. Patates lzerinde yapilan bir calismada kontrolll bir
sekilde surekli dusik konsantrasyonlarda (0,2 mM) amonyum uygulandiginda Urin
veriminin %15-30 arasinda arttigi bildirilmistir[14]. Amonyum toksisitesine hassas bir
cesit salatalik bitkisinin yetistiriimesinde tek azot kaynagl olarak 1 mM
konsantrasyonda surekli amonyum verilmesi, ayni konsantrasyonda sadece nitrat veya

amonyumnitrat (NH4NOz)’ a nazaran bliyimeyi hizlandirdigi tespit edilmistir[15].

Reaktif oksijen tiirleri (ROT); oksijenin normal metabolizmasinin bir yan Grini{ olarak
olusurlar ve hiicre sinyalizasyonunda énemli rol oynarlar. Bitkilerin ¢ogunda asiri ROT
Uretimi ile SOD, CAT, POD, AP ve GR gibi antioksidant enzimleri ve glutatyon, askorbik
asid gibi antioksidanlari iceren ROT-detoksifikasyon sistemleri olusur. Farkli stres
sartlarina maruz kalan bitkiler icin antioksidatif cevabin hizli gelismesi c¢ok

onemlidir[16].

Amonyuma hassas ispanak ve toleransli bezelye (izerinde yapilan bir calismada;
amonyum toksisitesiyle olusan redoks degisimleri; oksidatif stresin belirleyicisi olan
reaktif oksijen tirleri miktarinda, enzimatik antioksidan aktivitelerinde (CAT, POD,
SOD) ve enzimatik olmayan antioksidan (ASC, GSH) miktarlarinda 6nemli degisimler
yapmadigl, protein karbonilasyonunu artirdigi ve bundan dolayr amonyum
toksisitesinin antioksidan sistemle alakali olmayip, protein oksidasyonundaki
degisimlerden meydana geldigi iddia edilmistir[17]. Farkh bir ¢alismada amonyum
hassasiyetinin bitki tlirlerine gére ROT Uzerinde farklilik gésterdigi, azot kaynagi olarak
amonyum kullanilan tarimsal alanlarda azota hassas tirlerin ilk yok oldugu

gozlemlenmistir[18][19] 20].

Bezelye Uzerinde vyapilan bir g¢alismada; bitkiler nitrat sollisyonundan amonyum
solisyonuna birakildiginda GS aktivitesi yavasca azalirken, GDH aktivitesi nemli 6lclide

artmistir[21]. GS/GOGAT yolu; amonyum iyonlarinin glutamin sentetaz (GS) enzimine



olan afinitelerinin ylksek olmasindan dolayi amonyum asimilasyonunda oncelikli olan

yoldur[22].

Arabidopsis dahil bitkilerin bliylik ¢ogunlugu amonyum ve nitrati kullanabilmek igin
Ozellesmis membran tasiyicilarin her ikisine de sahip olduklari halde azot kaynagi
olarak nitrat’i tercih etmislerdir[23]. Arabidopsis Uzerinde yapilan baska bir ¢alismada
yeterli buyutklige ulasan bitkiler 26 saat azot agligina birakilmis, daha sonra biyliime
ortamlarina azot kaynagl olarak 1 mM konsantrasyonda amonyum veya nitrat ilave
edilmis ve azot kaynagi ilavesinden 0, 1.5 ve 8 saat sonra hasat edilen koklerde
mikrodizi analizleri, real time PCR analizleri, NADH/NADP(H) ve askorbat/glutatyon
oksidasyon durumlari, bazi antioksidant enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonu,
protein karbonilasyonu ve H,0, dizeylerindeki degisimler arastirilmistir. Mikrodizi
analizlerine gore azotla regiile edilen genlerin yaklasik %60’1 amonyum ve nitrata ortak
cevaplar sergilerken, 6nemli oranda “nitratspesifik” ve “amonyum-spesifik” gen setleri
de tanimlanmistir. Azot kaynagl olarak nitrat uygulanmis A.thaliana koklerinde
muhtemelen mitokondriyal matriksten sitosole artan oranda indirgeyicilerin
transferinden dolayr H,0, Uretiminde hizh bir azalma goézlenmistir. Farkli azot
kaynaklarina cevapta NAD(H)/NADP(H) ve askorbat/glutatyon oksidasyon durumunda
onemli bir degisim olmadigi belirlenmistir. Yeni azot kaynagi ilavesinden o6zellikle 1.5
saat sonra amonyum uygulanmis koklerde olclilen tim antioksidant enzimlerde
kontrole (0. saat) ve nitrata kiyasla artis belirlenmistir. Yine amonyum saglanmis grupta
protein karbonilasyonunda hem kontrole hem de nitrat grubuna kiyasla énemli artis
belirlenmis, bunun vyaninda lipid peroksidasyonunda ©6nemli bir degisim
gozlenmemistir[24],[25]. Baska bir calismada, amonyum ve nitrat asimilasyonunda
farklilasan indirgeyici gereksinimlerinin Arabidopsis thaliana mitokondriyal solunum
zincirindeki aktivite degisiklikleri ile paralellik gosterdigi belirlendi. N kaynagi olarak
amonyum kullanildiginda solunum zinciri aktivitelerinde ve bircok gen familyasinin
ifadesinda dramatik bir artis gdzlemlenirken, nitrat kullanildiginda tam tersi bir etki
kaydedildi [26]. Yine Arabidopsis ile yapilan benzer bir calismada mitokondriyal tasiyici
proteinleri kodlayan genlerin ¢ogunun nitratla beslenmede ifade olduklari, ve buna

karsin amonyumla beslenmede ifadelerinin baskilandigi, ancak solunumda rol alan ¢ok



sayida gen familyasinin ifadesinde artisa ragmen krebs donglisiinde rol oynayan cogu

enzimin ifadesinin de yine amonyuma cevapta baskilandigi bildirildi [25].

1.2 Tezin Amaci

Bitkilerin topraktaki azot kaynagi olarak nitrat, amonyum ya da farkh bir inorganik azot
bilesigini asimile ederken meydana gelen redoks dengesizliginden etkilenmemesi icin
hlcresel indirgeyici havuzlarin koklerde aktif bir sekilde ayarlanmasi gereklidir.
Literatlr bilgisindeki sonuglar, amonyum ve nitratin farkli etkileri tGzerine ilging gorusler
saglamasina ragmen genel taslak hala belirsizdir, ¢linkli sonuglar birbirinden oldukga

farkli mekanizmalari isaret edebilmektedir.

Bu calismada; yeni yapilan bir calismaya [24],[25] ilave olarak, achga maruz birakiimis
Arabidopsis thaliana bitkisinde farkli azot formlarinin alinmasiyla birlikte hiicresel
redoks durumunda olusan farkliliklarin bitkide meydana getirdigi 1., 3. ve 5. glinlerdeki
biyokimyasal degisimleri gozlemlemek ve azot asimilasyon yollarinin hicresel redoks

mekanizmalari Gzerindeki etkilerini arastirmak amacglanmistir.

1.3 Hipotez

Arabidopsis thaliana bitkisinin nitrat ve amonyum iyonlar ile beslenmesi sonucu
meydana gelen hicresel redoks mekanizmasindaki degisiklik ve bu farkli formdaki azot
bilesiklerinin asimilasyonunda gorev alan enzimlerin ve molekiillerin durumlarindaki
degisimleri kapsayan dlizenleme modellerini tanimlamak icin detayli calismalar
yapilacak; arastirma sonucu elde edilen veriler ile dogal ortamdalardaki bitkilerde
redoks dengeleme mekanizmalar Uzerine yapilacak calismalar icin 6nemli girdiler
saglanacak, ayrica azotlu gilbrelerin daha etkili kullanimi Uzerine uygun Oneriler

getirilecektir.
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GENEL BiLGI

Bitki blylimesi ve gelismesinde en temel gereksinimler su, mineraller ve igiktir.
Esansiyel mineral besinler arasinda bitkiler tarafindan en fazla gereksinim duyulan
elementlerden biri azottur. Mineral besinlerden inorganik azot yikseltgenmis (nitrat)
ve indirgenmis (amonyum) formda bulunan tek mineraldir. Nitratin yliksek
konsantrasyonlarda depolanabilmesi ve topragin negatif yilkle ylklenmeye olan
egiliminden dolayi kok igerisinde serbest tasiniminin gergeklesebilmesi, bitki kdklerinin
azotu; kullanima daha hazir olan amonyum formu yerine genellikle nitrat formunda
almalarini saglamistir[27]. Nitratin yliksek konsantrasyonlarda depolanabilmesi ve
toprak partikillerine siki baglanamamasi, yagmurla beraber vyer alti sularina
karisabildiginden; bazi bitkilerde nitrat konsantrasyonu olmasi gerekenin ¢ok (izerinde
olmakta ve bu bitkileri tiiketen insanlarda nitrat zehirlenmelerine bagh hastaliklar
olusabilmektedir. Ayni sekilde amonyum diisiik konsantrasyonda bile bitkiler icin toksik

etkilere sebep oldugundan gibre olarak kullanimi tercih edilememektedir.

Azot bitki metabolizmasinin tiim yasam evrelerinde birincil 6neme sahip bir element
oldugundan, azot kaynagindaki degisimin bitki Gzerindeki etkilerinin tanimlanmasi

oldukga zordur.



2.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana en bilinen model bitkidir (Sekil 2.1). Kiglk boyu ve kisa Gireme

zamanindan dolayl genetik ve bitki biyolojisi arastirmalarina uygundur. Arabidopsis

genomu bilinen en kigik genomlardan biridir[28].

-
Alem : Plantae

Bolim : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida

Takim : Brassicales

Familya : Brassicaceae

Alt Familya : Brassicoideae

Cins : Arabidopsis ‘
Tur : Arabidopsis thaliana L.

Sekil 2. 1 Arabidopsis
thaliana L.

Arabidopsis thaliana, genellikle Avrupa, Asya ve kuzeybati Afrika’da yasayan 20-25
cm’ye kadar uzayabilen kisa, tek yillik cicekli otsu bir bitkidir. Dip yapraklari genelde
tirtikh  olmasina ragmen, internod vyapraklari genelde dizdir. Yaklasik 2-4mm
blyukliginde beyaz cicek acar. Ciceklenme zamani nisan’dan mayis’a kadardir.
Meyvesi 5-20 mm uzunlugundadir ve yaklasik 20-30 tane hardalsi tohum icerir[29].
Ayrica 10-20 cm uzunlugunda bezelye kabugu seklinde meyveleride vardir. Koki
yaklastk 40 cm derinligindedir. Bacillus megaterium gibi bakterilerle arabidopsis
thaliana kokleri interaksiyonlar olusturabilirler[30]. Yasam donglsiini yaklasik 6
haftada tamamlayabilir. Tohum ekiminden takribi 3 hafta sonra ciceklenme olur,

cicekler kendi kendine tozlasir.

2.1.1 Model Organizma Olarak Arabidopsis

Arabidopsis, bitki ve genetik calismalarinda yaygin olarak kullanilan model bir

organizmadir. Hayvan biyolojisinde farenin oynadigi roli bitki biyolojisinde arabidopsis
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oynar. Yaklagik 157 milyon baz ¢ifti[31] ve 5 kromozomu ile genetik haritalama ve
sekans analizleri igin kullanish bir model organizmadir. Arabidopsis genomu
sekanslanan ilk bitkidir, Arabidopsis Genome Initiative organizasyonu tarafindan 2000
yiinda tim genom haritasi cikarilmistir. Arabidopsis genomunun siirekli olarak en
gincel hali The Arabidopsis Information Resource (TAIR) tarafindan yenilenmekte ve

www.arabidopsis.org sitesi araciligi ile yayinlanmaktadir.

Arabidopsis 151k mikroskopi analizleri igin kullanilmaya oldukg¢a misait bir bitkidir. Geng
fideler ve kokleri diger bitkilere gore 1s18a gegirgendir. Ayrica canli hiicre resimleme
calismalarinda; floresans ve konkofal lazer mikroskopisi yardimiyla kiiclik boyuta sahip

arabidopsis yaygin bir sekilde kullanilmaktadir[32].

Arabidopsis’te gen transformasyonu Agrobacterium tumefaciens kullanilarak bitki
genomuna DNA’nin transferi yaygin bir sekilde yapilan g¢alismalardir. ‘Floral-dip” adi
verilen bir metod ile basit bir ¢igek, Agrobacterium, ilgili DNA ve bir ¢esit deterjan

iceren bir ¢cozeltiye daldirildiginda gen transformasyonu gerceklestirebilir[33][34].

Kiglk boyutu ve hizli yasam donglstine sahip olmasi, kolayca mutant bireyler elde
edilebilmesi ve tek bitkiden binlerce tohum alinabilmesi Arabidopsis’in model

organizma olarak kullanilmasinda avantajlar saglamistir.

2.2 Bitkilerde Azot Alimi

Bitki dokularinda oksijen, hidrojen ve karbondan sonra en bol bulunan element
azottur. Ancak bitkiler kokleri tarafindan havadaki azot gazinin ¢ok az miktarini (%
0,00024) alabilirler[35]. Yaklasik olarak her yil 90x10%* g atmosferik azot; simsek,
fotokimyasal reaksiyonlar veya azot fiksasyonu ile topraga baglanmaktadir. Simsek
tarafindan reaktif hidroksil serbest radikalleri, serbest hidrojen atomlari ve serbest
oksijen atomlarina donusttrilen su buharini ve oksijen molekiler azot ile tepkimeye
girerek nitrik asidi (HNOs) olusturur. Azot fiksasyonunun yaklasik %2’si HNOj; lireten
nitrik oksit (NO) ile ozon (0O3) gazlari arasindaki fotokimyasal yollardan saglanir, geri
kalan %90'1 da, bakteri veya mavi-yesil alglerin molekiiler azotu (N,) amonyum (NH;")

seklinde bagladigi biyolojik azot fiksasyonunun sonucudur. Bazi mikroorganizmalar



yardimiyla atmosferik azotu fikse edebilen bazi bitki gruplarinin yaninda ¢ogu bitki

topraktan inorganik azot formlarini almayi tercih eder.

2.2.1 Toprakta Azot

Azot; toprakta organik ve inorganik yapida kompleks bir karisim olarak bulunur ve
sartlara gore toprak icerisinde oransal farklilklar olabilir. Azot dongisi; bir azot
formunun digerine donustirilmesi ve bitkiler tarafindan absorbsiyonu gibi olaylarin
bitlinadar (Sekil 2.2). Topraktaki azotun buyik bir kismi toprak mikroorganizmalari
tarafindan mineralizasyon ile olusturulan NH;" formunda kompleks organik molekiil

halinde bulunur. Amonyum daha sonra nitrifikasyon sonucu nitrata (NOs’) okside edilir.

NH;+ 3/, 0, ———> NO, +H,0 + H*

NO, + '/, 0, ——» NO3

Nitrifikasyon; dusik toprak pH’si, anaerobik sartlar, toprak suyunun azhg ve 5°C’nin
altindaki ve 40°C’nin ustlindeki sicakliklarda negatik yonli ilerler. Nitrat denitrifikasyon
ile elektron akseptori olarak O, yerine kullanimi ile nitrojen gazlarina (N,, N,O, NO,
NO,) donusebilir. Denitrifikasyon O, miktarinin az, NOs miktarinin fazla, toprak
neminin yliksek, toprakta kullanilabilir karbonhidrat miktarinin yliksek ve topragin sicak

oldugu durumlarda meydana gelir[36],[37].
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Sekil 2. 2 Azot donglsi

Ortamda yeteri miktarda karbon bulundugu takdirde mikroorganizmalar inorganik
azotu kullanirlar ve bu bitkilerin kullandigl azot miktarinda azalmaya neden olabilir.
Azotun farkh miktar ve oranlarda bulunmasi, farkl sekilde déngliye ugramasi ve
mikroizal simbiyozis gibi olaylarin etkisinden dolayi mikroorganizmalar ve bitkiler

arasindaki azot rekabetini olduk¢a karmasik bir duruma sokmustur[38].

Mineralizasyon, nitrifikasyon ve denitrifikasyon arasindaki denge, bitkilerin
kullanabilecegi azot varligini etkiler. Topragin havalanmasi, su icerigi ve sicaklik gibi
mikrobiyal aktiviteleri etkileyen faktoérler mineralizasyon oranina etki eder[39]. Toprak
pH’sinin bazik oldugu durumlarda mineralizasyon islemi hizli olur, bu durumda
amonyumun amonyaga buharlasmasi  gerceklesebilir. Bu durum topragin
asidifikasyonu ile sonuclanabilir[40]. Temel olarak topraktaki amonyum ve nitrat
miktarlari azot dongistniln biyolojik bir sonucu olarak; mevsimlere, bélgelere, toprak

sicakligi ve su miktarina gore degisebilir [41].

Toplam toprak azotunun yaklasik % 0,1-50’si organik azot kaynakli olup, bu oran
bolgelere gore degisebilir[42]. Topraktaki organik azot miktarinin artmasinda dre
tabanli glbrelerin tarimda kullaniimasida etkilidir. Organik azot; protein, peptid
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formunda (%99,5) ve geri kalani serbest aminoasit olarak bulunur[43]. Protein ve
peptidler toprak mikroorganizmalarinin topraga salgiladiklari proteazlar tarafindan
aminoasitlere pargalanirlar. Toprak partikillerine siki bir sekilde baglanamayan bu
aminoasitler, toprakta serbest olarak bulunurlar. Tarimsal alanlarindaki aminoasit
konsantrasyonu 1-100 uM arasinda degisir[44]. Bitki dokularinda ise bu deger 1-10 mM
arasindadir ve bu deger organik azot kaynagi bakimindan toprak icin bitkileri degerli
kilar. Toprak sicakligi mineralizasyonu etkileyen temel faktor oldugu icin, soguk
anaerobik topraklar azot mineralizasyonunu ve aerobik nitrifikasyonunu kisitlar ve

bunun sonucunda topraktaki amino bilesiklerinin miktarini artirir[45].

2.2.2 Mineral Besin Kaynagi Olarak Azot

Mineral besinler ¢ogunlukla inorganik yapida olup, biitliin organizmalarda sirekli bir
dongl halinde olan ve biyosfere genellikle kdk sistemleri ile giren elementlerdir. Azot
esansiyel mineral besinler arasinda en fazla gereksinim duyulan, ¢cogu durumda bitkinin
bliyimesini ve gelismesini etkileyen en 6nemli elementtir. Azot bitkinin kuru agirhginin
yaklasik % 1,5-2’lik kismini olusturur. Bitki biinyesindeki karbonlu bilesiklerle beraber
cesitli organik mollekulleri olusturarak; nikleik asitlerin, proteinlerin yapi tasi olan
aminoasitlerin ve cesitli enzimlerde koenzim olarak gbrev alan bazi vitaminlerin
bilesimine girer ve bu sayede bitki fonksiyonlarinin tim diizeylerinde énemli bir rol

oynar.

Bitkilerin cogu mineral besin kaynagi olarak nitrat (NO3) ve amonyum (NH;")
kullanabilirler. Bitki kokleri azotu; kullanima daha hazir olan amonyum yerine, nitrat
olarak almayi tercih ederler. Bu tercihte; nitratin amonyumdan daha bol miktarda
bulunmasi, kok hicrelerinin kofullarinda yiiksek miktarda (100 mM’a kadar)
depolanabilmesi, topragin negatif yik ile yiklenmeye meyilli olmasi sonucu koklerde
serbest bir sekilde tasiniminin meydana gelmesi etkilidir[27]. Zirai topraklarda nitrat
konsantrasyonu 1 ile 5 mM arasinda degisir[44]. Bu deger suyla yikanan dogal
sistemlerde 5-10 uM’ye kadar disebilir[46]. Tarimsal topraklarda amonyum
konsantrasyonu ise 20 ile 200 uM arasindadir[44]. Dislik pH ve disuk sicaklik, fenol
kaynakh allelopatik bilesiklerin birikimi ve ayrica anaerobik topraklarin nitrifikasyonu

inhibe etmesi sonucunda toprakta amonyum miktari artar. Nitrata nazaran toprak
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partikillerine daha saglam baglanan amonyumun miktari, zirai g¢alisma yapilan
alanlarda genelde artar. Bunun sonucunda amonyum konsantrasyonu bazi ormanlarda
2 mM iken, bazi tarim alanlarinda bu deger 20 mM’e kadar ylikselir ve boylelikle

amonyum birincil azot kaynagi olur[47].

2.3 Azot Asimilasyonu

Azot asimilasyonu; bitkilerin azot dongiisiinde ortaya c¢ikan nitrat ve amonyagi kokleri
vasitasiyla alip, azotlu organik bilesikler olusturmasidir. Azot gazini kati hale
getiremeyen bitki, mantar ve bazi bakterilerin ihtiyaclarina gére azotu nitrat ya da
amonyum olarak asimile etmesi yeteneklerine bagh olarak degisir. Bitkiler azotu
topraktan nitrat ve amonyum formunda alirlar. Nitrifikasyonun meydana geldigi
aerobik topraklarda nitrat iyonu daha hakim olan azot kaynagidir[48][49]. Bununla
beraber, amonyum bulunan otlaklar[50] ve su igindeki piring tarlalari[51] gibi
anaerobik topraklarda nitrat herzaman daha hakim tir degildir. Bitki kokleri; pH,
salgilanan organik bilesikleri ve oksijeni degistirerek azot formlarinin miktarlarini

dogrudan etkileyebilirler[52].

2.3.1 Amonyum ve Nitrat Asimilasyonu

inorganik besin kaynaklari arasinda azot; yiikseltgenmis nitrat ya da indirgenmis
amonyum formda bulunan tek mineraldir. Bitkilerin ¢ogu bu iki azot formunu
kullanabilirler ve kok hiicrelerinde bunlar icin 6zellesmis tasiyicilara sahiptirler[53][54].
Amonyum topraktan alindiktan sonra dogrudan asimilasyon icin plastidlere tasinir.
Nitrat ise asimilasyon icin sitosole tasinir ve burada nitrat rediktaz tarafindan nitrite
indirgenir. Nitrit rediktaz plastidlerde nitriti amonyuma indirger ve glutamin sentetaz-
glutamat sentaz (GS-GOGAT) ayrica bazi durumlarda glutamat dehidrogenaz (GDH)

aktivasyonu ile amonyum aminoasitlerin yapisina katilir.(Sekil 2.3).
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Diger «— Glutamin

amino asitler GS.GOGAT
GDH

N H4+ Plastid

Sitoplazma

H+

Napn NO2
= AD‘?TNR ATP —|—> ADP + Pi

Koful / (O L M
NOy 2H*

Sekil 2. 3 Bitkisel hiicrelerde NO3™ alimi, indirgenmesi ve asimilasyonu

Apoplast

<

H+

*NR; Nitrat rediktaz, NiR; nitrit rediiktaz, Fdingsyux; YUkseltgenmis veya indirgenmis ferrodoksin. Nitratin
asimilasyonu ile olusan nitrit oldukga reaktif ve toksik bir iyon oldugundan, hizla sitosolden yapraklardaki
kloroplastlara ve koklerdeki plastidlere gonderilir. Nitritin amonyuma indirgenmesi kdk hiicrelerinde

gerceklesiyorsa koklerde NAD(P)H kullanilir[24].

indirgenmede nitrat icin NAD(P)H kullanilirken, nitrit icin ferrodoksinler

kullanilir[55],[56],[57].
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Sekil 2. 4 Bitki koklerinde inorganik azot indirgenmesi(a), asimilasyonu(b),
yukseltgenmis veya indirgenmis ferrodoksin (c)
Hiicresel indirgeyicilere olan talep asimilasyonda amonyum ve nitratta farklilhk
gosterebilir. Nitrat asimilasyonunda; sitosolde fazladan NADH ve plastidlerde fazladan
NADPH’lara ihtiya¢c duyar, bundan dolay nitrat asimilasyonunun enerji gereksinimi

amonyuma gore ¢ok daha fazladir[58](Sekil 2.5).

Nitratin sitoplazmada nitrite, nitritinde plastidlerde amonyuma indirgenmesi;
sitoplazmik NADH’lar ve plastidlerdeki indirgeyiciler icin bitkilerde ©6nemli bir
indirgeyici kaynak olusturur. Koklerde nitrati, nitrite indirgeyen indirgeyiciler (NADH,
NADPH); plastidlerdeki pentoz-fosfat yolundan, glikolizden ve TCA doénglsu
reaksiyonlarindan saglanir (Sekil 2.4a). Azot kaynagl olarak amonyum aliminda bu

indirgeyiciler kullanilmayacagindan (Sekil 2.4b); hicresel ve organizma dizeyinde
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redoks homeostazisinin bozulmasina sebep olabilirler. Bitkiler toprakta amonyum,
nitrat ya da farkli bir inorganik azot kaynagini asimile ederken, hiicresel indirgeyici
kaynaklari olusabilecek herhangi bir redoks dengesizliginden kacinmak icin koklerde
dinamik olarak ayarlamaldirlar. Arabidopsis’de azot asimilasyon reaksiyonlari sitosol
ve plastidlerde olustutugundan dolayl redoks dengeleme mekanizmalari burada da

meydana gelmeli, hiicresel redoks homeostazisi; bitlin bir hicresel siire¢ olarak

degerlendirilmelidir.

Plastid
s
|

.v\/l \
)/

dongusd

Indirgeyici
{

o

NH," ===t Amino asitler
_ Glikoliz
NDes (+) _
/ U
. o
Zﬁi
NADH *

" Mitokondri

Glikoliz

NH
A
Indirgeyici
DH -
;
7
Mitokondri

|r N[ Amino asitler \ / [ 2
[
i A \
Plastid
. Sitoplazma
_\NA . e —
N Q
g I
5
gusi

= % ? = '::‘::-:___<

e

= L ]
=,

Sekil 2. 5 Farkli azot kaynaklari neticesinde olusan indirgeyici ihtiyacindaki degisime
verilen cevapta mitokondrial solunum zincirinin alternatif yollarinin  redoks

dengelemesi Gzerine bir model

*Nitrat (a) veya amonyum (b) asimilasyonu sonucu azot ve indirgenmis elektronlarin izledigi yol oklar ile

gosterilmistir. (b)’deki kesikli oklar inaktif yollari ve ok kalnliklarindaki degisiklikler indirgenmis
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elektronlar ve Azotun akig yolunu gostermektedir. Bir reaksiyon igin gosterilen daha kalin ok reaksiyonlar

arasinda akis hizinda muhtemel bir artis oldugunu gésterir. UQ; ubikinon [24].

Redoks homeostazisinde meydana gelen degisimleri belli bir dengede tutmak icin
organizmalar; hicresel enzim dizeylerini belli bir seviyede tutmak ve indirgeyici
havuzlarinin (NAD, NADP, FAD) diger hiicresel ihtiyaglara gore sirekli olarak oksidasyon
halinde kalmasi gibi bir durumla karsilasabilirler. Hiicresel indirgeyicilere olan ihtiyacg ve
bunlarin yenilerinin Uretilmesi durumlari hesaba katilinca indirgeyiciler; degisen
gelisimsel ve gevresel sartlara cevapta hiicresel redoks homeostazisini devam ettirmek
icin gerekli olan dinamik ve hassas mekanizmalara bagh olarak cok degiskenlik
gosterirler.  indirgeyici  gereksiniminin  olusturdugu redoks dengesizliginden
kaynaklanan asiri ROT Uretimi, oksidatif stres, hlicre dongilisiiniin sekteye ugramasi-
durmasi, apoptotik veya nekrotik hiicre olimleri gibi sonuglar, redoks dengeleme

mekanizmlari hiicresel canliligin siirdiiriilebilmesi igin hayati 5neme sahiptir [24].
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Materyaller ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

e Shimadzu ATX224 hassas terazi

e Orion Star A221 pH metre

e  Optizen POP BIO spektrofotometre

e Nuve otoklav OT 90L

e Nive ettiv FN 500

e Nuve sterilkabin MN 120

e  Nive NF 800R santrifiij

e  WiseStir MSH-20D manyetik karistirici
e VWR ADV 5000 calkalayici

e inoksan buzdolabi

e Haier ultra distk sicaklik derin dondurucu (-80°C)
e inoksan derin dondurucu (-20°C)

e Millipore safsu cihazi TANKPEO30

e Hellma (10,00mm) quartz kiivet
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e Thermo scientific Multiskan GO ¢oklu okuyucu
e  BIOSAN FVL-2400N combi-spin santrifij

e  BIOSAN V-32 multivorteks

e Benchmarck BSH1001-E dijital kuru blok isitici

e Su banyosu

3.1.2 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlaniglari

Calismada kullanilan kimyasallar; Sigma, Applichem, Merck, VWR, Alfa Aesar, TCI, abcr
firmalarindan temin edilmistir. Cozeltilerin kullanildiklari yerler ve hazirlanis bigimleri

su sekildedir.

1) Somerville ve Ogren besiyeri icin hazirlanan makrobesin elementleri iceren stoklar;
1M KNOs (azotsuz besiyeri i¢in icin 1M KCl), 1M KH,PO4 (pH 5.60), 1M MgS0,4, 1M
Ca(NOs);, (azotsuz besiyeri icin 1M CaCl,), 20 mM Fe-EDTA ile mikrobesin elementlerini
iceren stok; 70 mM H3BO3 14 mM MnCl,, 0,5 mM CuSO4, 1 mM ZnSO4, 0,2 mM
NaMoO,, 10 mM NaCl ve 0,01 mM CoCl,

2) Azot agligina birakilan 6rnekler igin ilave edilecek azot kaynagi olarak 1 M KNOs ile

1M (NH4),SO4 stok ¢ozeltiler

3) SOD, CAT, GR, AP enzimleri aktiviteleri ve toplam protein miktarini belirlemek icin
yapilan ekstraksiyon tamponu; 50 mM KH,PO, (pH 7.80), %2 PVP, 1 mM EDTA

4) CAT aktivitesi icin reaksiyon karisimi; 19 mM H,0,, 50 mM KH,PO4 (pH 7,0)

5) SOD aktivitesi icin reaksiyon karisimi; 50 mM KH,PO4 (pH 7.80), 13 mM methionin,
75 UM NBT, 0,1 mM EDTA

6) GR aktivitesi icin reaksiyon karisimi; 0.025 M NaH,PO, (pH 7.80), 0,5 mM GSSG, 0.12
mM NADPH-Na4

7) AP aktivitesi icin reaksiyon karisimi; 50 mM NaH,PO,4 (pH 7,00), 0,5 mM askorbik
asit, 0,3 mM H,0,, 0,1 mM EDTA-Na,
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8) GS ve GDH aktivite belirlenmesi igin yapilan ekstraksiyon tamponu; (pH 8,00) 25 mM
Tris, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM merkaptoetanol, 1 mM GSH, 10 mM MgSQO,4, 5 mM
glutamat, %2 PVP, %0.01 Triton

9) GOGAT aktivite belirlenmesi igin yapilan ekstraksiyon tamponu; (pH 7,20) 100 mM
NaH,PO4, %10 (v/v) gliserol, 5 mM EDTA, % 0,1 Triton-x-100, 5 mM merkaptoetanol, 1
mM PMSF

10) GS aktivitesi icin reaksiyon karisimi; 15 pmol ATP, 20 pumol MgSO,4, 5 umol
hidroksilamin, 60 pmol L-glutamat, 33,75 pmol Tris

11) GS aktivite tayininde reaksiyonun durmasi icin gerekli olan ferric chloride reagent

(0,37 M FeCls (anhidroz), 0,2 M TCA in 0,67 N HCI)

12) GOGAT aktivitesi icin reaksiyon karisimi; 50 mM tris-HCI (pH 7,50), 5 mM L-
glutamin, 5 mM a-keto glutarik asit, 0,2 mM NADH

13) GDH aktivitesi icin reaksiyon karisimi; 100 mM Tris-HCI (pH 9,40), 50 mM L-
glutamat, 0,625 mM NAD®, 1 mM CacCl,

14) H,0, miktarinin belirlenmesinde kullanmak icin; 10 mM KH,PO4 (pH 7.00), 1 M KI,

ayrica ekstraksiyon icin % 0,1 (w/v) TCA

15) Lipid peroksidasyonu tayininde kullanmak igin; % 80 etanol, % 0,65(w/v) TBA, %
0,01(w/v) BHT, % 20(w/v) TCA

3.2 Kullanilan Metodlar

3.2.1 Bitki Tohumlarinin Hazirlanmasi ve Ekimi

Arabidopsis tohumlari %70 etanol c¢ozeltisi ile 1dk yilzey sterilizasyonuna tabi
tutulduktan sonra ddH,O ile 1dk boyunca durulandi. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan
sonra %5 (v/v) camasir suyu ile 3dk slresince yikandi ve tekrar 3 kez ddH,0 ile 1dk
durulandi. Sterilizasyon sonucunda belli miktar sisen tohumlara besin c¢o6zeltilerine

birakilmak tizere %0.01’lik agaroz ¢ozeltisi eklendi.

Besin ¢ozeltileri igin 250 ml’lik erlenler kullanildi. Hazirlanan Somerville ve Ogren besin

¢ozeltisi’den erlenlere 100 ml ilave edildi (cizelge 3.1), agiz kisimlari pamuk ile iyice
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kapatildi ve aliminyum folyo ile kaplandi. Otoklava birakilarak sterilizasyon yapildi.
Yaklasik 3 saat siiren sterilizasyon isleminden sonra yaklasik 30 dk sogumaya birakildi.
Soguma isleminden sonra erlenlere %0,65 agaroz iceren tohumlar ¢ok basit hesaplama
ile yaklasik olarak 1 ml besin ¢ozeltisine 1 tohum gelecek sekilde ilave edildi. Tohum
ilave edilen erlenler 1sik varliginda ve oda sicakliginda bliyimeye birakildi. Tim bu
islemleri yaparken dikkat edilmesi gereken en énemli husus ¢alismanin steril kabinde
gergeklesiyor olmasidir. Steril kabin kullanilmadan 6nce %70 alkol ¢ozeltisi ile iyice

temizlenmeli ve ¢alisma siiresince bek alevinin yaniyor olmasi gerekmektedir.

Cizelge 3.1 Somerville ve Ogren besin ¢ozeltisi

Son konsantrasyon Hazirlanan stok Stok’tan alinan
2.5 mM KNO3 1 M KNO;3 4.75 ml

1.25 mM KH2PO4 (pH=5.60) 1 M KH2POa 2.38 ml

Son konsantrasyon Hazirlanan stok Stok’tan alinan
1 mM MgSO, 1 M MgSO,4 1.9 ml

1 mM Ca(NO3), 1 M Ca(NOs), 1.9 ml

25 uM Fe-EDTA 20 mM Fe-EDTA (+4°C) 2.38 ml
*Mikroelement bilesikleri 1.9 ml

%2 Sukroz**

* (70 mM H3BO3, 14 mM MnCl,, 0,5 mM CuSO4, 1 mM ZnSO4, 0,2 mM NaMoQ,, 10 mM
NaCl ve 0,01 mM CoCl,)

**Hazirlanan besin ¢ozeltisine %2 oraninda siikroz ilave edilmistir.

3.2.2 Biiyiime ve Numune Alma

Ekim islemi yapilan tohumlar 15 glinliik bliiyime siiresince oda sicakliginda ve isik

varliginda calkalayici Gzerinde buyataldaler. Ekim glinlG dahil takip eden 9. Gin
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sonunda bitkiler 26 saat azot achigina birakildi. Azotsuz besin ¢ozeltisi igcin Somerville ve
Ogren besin ¢ozeltisi KNO3 yerine KCI, Ca(NOs), yerine CaCl, kullanilarak hazirlandi
(Tekrar erlenlere ilave edilen besin ¢ozeltisi pamuk ve folyo ile kapatilarak otoklav’'da
sterilizasyonu saglandi). 26 saat azotsuz ortamda tutulan bitkiler’e siire sonunda azot
kaynagi olarak son konsanstrasyonlari 1 mM olacak sekilde yarisina KNOs, yarisinada
(NH4),S0,4 ilave edildi. Azot kaynagi ilavesinden sonra erlenler tekrar calkalayiciya
konularak bitkiler blylimeye birakildi. Bitkilerin yetistigi ortamin steril olmasina dikkat
edildi, belli araliklarla alkol ile temizlik yapildi. 15 glinlik bilylme siiresi boyunca
bitkilerden toplam 8 adet numune alind.. ilk olarak 9. giinde (kontrol grubu) 1 numune,
daha sonra 10. giinde (T=0) 1 numune (azot agligindan sonra azot kaynagi ilave
edilmeden o6nce), 11. ginde (T=1) 2 numune (azot aghgindan sonraki ilk glin hem
(NH4),S0O, ilaveli hemde KNOs ilaveli erlenlerden 1’er adet ), 13. glinde (T=3) 2 adet
(hem KNO3; hemde (NH,4),SO4 bulunan erlenlerden 1’er adet), 15. glinde (T=5) 2 adet
(Hem KNOs; hemde (NH,4),SO4 olanlardan 1’er tane)(gizelge 3.2). Erlen iginden alinan
bitki kagit mendil yardimi ile iyice kurulandiktan sonra tartildi, aliminyum folyo’ya

sarildi ve numaralanip derin dondurucuya atildi (-80 °C).

Cizelge 3. 2 Bitkide biylme ve numune alim glinleri glinleri

Gunler 1 2,34 |56 7891011 12|13 14| 15

Alinan | Ekim N1 | N2 | N3 N4 N5

Numune | Yapildi

(N)
N1 (kontrol) : ekim yapildiktan sonra 9.giin alinan numune
N2 (T=0) : 9.glin azot acligina birakilan (26 saat) numune
N3 (T=1) : 10.glin azot kaynagi olarak erlenlere eklenen birinde (NH4),SO4,

digerinde KNOs bulunan iki farkli numune

N4 (T=3) : 13.glinde alinan birinde (NH;3),S04, digerinde KNOs bulunan iki farkh

numune
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N5 (T=5) : 15.glinde alinan birinde (NH;),S04, digerinde KNOs bulunan iki farkh

numune

3.2.3 Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Numunelerdeki protein miktari Bikinkoninik asit (BCA) yontemi kullanilarak

+2 4

belirlenmistir. Bu yontemde proteindeki peptid baglarinin CuSO4 ¢ozeltisindeki Cu

+1, +1,.

nin Cu™~e indirgenmesi ve daha sonra Cu'~in BCA ile verdigi renkli kompleksin 562

nm’de spektrofotometre’de okunmasi esasina dayani[59].

Protein miktarinin belirlenmesi igin 100 mg numune iginde 50 mM KH,PO, (pH
7.80), %2 PVP, 1 mM EDTA bulunan 1 ml tampon igerisinde iyice homojenize edilmis,
daha sonra homojenat 13000g devirde 15 dk santrifiij edilmistir. islem sonrasinda elde
edilen slipernatanttan 2 ul alinip lzerine 1/50 oraninda hazirlanmis olan BCA
¢ozeltisinden (1 birim bakir sulfat’a 50 birim bikinkoninik asit) 200 pl ilave edilmis ve
son hacim ddH,0 ile 210 ul'ye tamamlanmistir. Elde edilen karisim 60 °C’de 30 dk
inkiibe edilmis ve inkibe sonunda 5 dk oda sicakhginda bekletilip, 562nm’de
spektrofotometrede dlcllmistir. Elde edilen degerler hazirlanmis olan standart grafik

yardimi ile (sekil 3.1); mg protein/gr doku olarak hesaplanmistir.

0.8 y =0,068x+ 0,0481
0,7 R?=0,968

0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

Absorbans (562 nm)

0,1

-0,1
Protein mg

Sekil 3. 1 Protein tayini i¢in hazirlanmis standart grafik
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3.2.4 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antioksidan CAT, SOD, GR, AP enzim aktivitelerinin belirlenmesi igin derin
dondurucudan alinan 500 mg doku 6rnegi icinde 50 mM KH,PO4 (pH 7.80), %2 PVP, 1
mM EDTA bulunan 5 ml tampon igerisinde homojenize edilmis, homojenat 13000g
devirde 15 dk santrifljlenmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen slpernatant enzim

eksrakti olarak kullaniimistir.

3.2.4.1 Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) aktivitesi tayini; H,0, miktarinda meydana gelen azalmanin
CAT aktivitesine bagli olarak 240 nm dalga boyunda incelenmesi esasina dayanir[60].

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti su ve oksijene ayirir.

2H202 —> 2H20 + 02

CAT aktivitesi tayini icin 3 ml’lik quartz kiivet kullanilmistir. Kivetin igine 2,92 ml
hacminde, icinde 19 mM H,0, bulunan 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,00)
bulunan karisim konulmustur. Daha sonra 80 ul enzim ekstrakti ilavesi ile birliklte
reaksiyon karisimindaki H,0, miktarindaki azalma 240 nm dalga boyunda 3 dk boyunca
izlenmigstir. CAT spesifik aktivitesi enzim ekstraktindaki protein miktari belirlendikten

sonra su formil ile hesaplanmistir.
Spesifik aktivite (umol H202/mg protein/dk) = ([AA 240 nm/dkx 1000] / [ 43.6* x ( mg

protein/ ml reaksiyon karisimi)])

*43,6 H,0,'nin ekstinksiyon katsayisi

3.2.4.2 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Slperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi; SOD enziminin, sliperoksit

radikallerinin riboflavin varliginda nitro blue tetrazolium (NBT) bilesigi ile fotokimyasal
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olarak mavi renkli formazana indirgenmesi reaksiyonunu inhibe etmesi esasina

dayanir[61]. SOD enzimi sliperoksit radikalini; su ve hidrojen peroksite donsturdr.

SOD

20,” +2H" —— H,0,+0,

SOD aktivitesi icin 3 ml’lik kiivet kullaniimistir. Reaksiyon karisimi 50 mM Na,HPO,4 (pH
7,80), 13 mM metiyonin, 75 uM NBT,2 uM riboflavin ve 0,1 M EDTA‘dan olusur.
Aktivite olgimii icin 3 ml spektrofotometre kiivetine 2,945 ml reaksiyon karisimi, 40 pl
enzim ekstrakti ilave edilmistir. Reaksiyon son konsantrasyon 2 uM olacak sekilde
riboflavin ilavesi ile tlip iyice karistirildiktan sonra beyaz stk kaynagl Oniline
yerlestirilerek baslamistir. Tip, 1sik kaynaginin karsisinda 20 dk tutulmus ve reaksiyon
Istk kaynaginin kapatiimasiyla durmustur. 20 dk igerisinde NBT’nin renk agilma
yogunlugu 560 nm’de kér numuneye karsi okunmustur. Kor numune icin, ayni islemin
enzimsiz ornegi kullanilmistir. SOD aktivitesinin 1 Unitesi, 560 nm de gbzlenen NBT
indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim Unitesi olarak

alinmis ve degerler EU/mg protein seklinde gosterilmistir.

3.2.4.3 Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2), okside glutatyonu (GSSG) nikotinamid dinikleotid
fosfati kullanarak rediikte glutatyona (GSH) indirgeyen bir flavoenzimdir. Enzim
etkinliginin azalmasi, hicrelerin oksidatif hasardan korunmasini azaltir. Reaksiyon su

sekilde gosterilebilir;

GR
NADPH + H" + GSSG > 2GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi NADPH’In NADP"® ya oksidasyonunda meydana

gelen absorbans azalmasinin 340 nm’de 6lcilmesi esasina dayanir[62].

GR aktivitesi icin 1 ml’lik kivet kullaniimistir. Kivetin igine 0,91 ml hacminde iginde
0,025M NaH,PO4 (pH 7,80), 0,5 mM GSSG, 0,12 mM NADPH-Na4 bulunan reaksiyon
karisimi ve bunun Gzerine 0,09 ml enzim ekstrakti ilave edilmistir. 3 dk boyunca
NADPH’In oksidasyonundan kaynaklanan absorbanstaki azalma goézlemlenmistir. 1
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enzim Unitesi olarak 1 dakikada mg protein basina 1 uM NADPH’In oksidasyonu kabul

edilmistir. Numunelerdeki GR aktivitesi;
Spesifik aktivite (umol yiikseltgenmis NADPH/mg protein*/dk) = ([AA 340 nm/622**]/mg protein)

formulinden hesaplanmistir.

* 0,1 ml enzim ekstraktinda bulunan protein miktari

** 6,22 NADPH’In ekstinksiyon katsayisi

3.2.4.4 Askorbat Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (AP; EC 1.11.1.11) aktivitesi; H,0, ile bagimh askorbik asit
oksidasyonundan kaynaklanan absorbansdaki azalmanin 290 nm dalga boyunda

okunmasi esasina dayanir[63]. Reaksiyon;

AP

Askorbat + H,0, > Dehidroaskorbat + H,0

Seklinde gosterilebilir. Reaksiyon karisimi 50 mM Na,HPQO4 (pH 7.00), 0,5 mM askorbik
asit, 0,3 mM H,0, ve 0,1 mM EDTA-Na,’den olusmaktadir. AP aktivitesinin
belirlenmesinde 1 ml’lik quartz kiivet kullaniimistir. Klvetin igine 940 ul reaksiyon
karisimi, 40 upl enzim ekstrakti ilave edilmistir. 20 pl H,0, ilavesi ile reaksiyon
baslatilmistir. 290 nm dalga boyunda 3 dk boyunca absorbans degisimi

gozlemlenmistir.
Spe5|f|k aktivite (umol yukseltgenen askorbat/mg protein*/dk) = ([AAZQO nm / 2,8**]/mg protein)

formilinden hesaplanmistir.

* reaksiyon karisimina ilave edilen enzim ekstrakti icerisinde bulunan protein miktari

** 2,8 askorbik asitin ekstinksiyon katsayisi
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3.2.5 GS, GDH ve GOGAT Aktivitelerinin Belirlenmesi

Glutamin sentetaz (GS) ve Glutamat dehidrogenaz (GDH) enzimleri aktiviteleri
Olgiimleri icin 500 mg doku 6rnegi icinde; 25 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM
merkaptoetanol, 1 mM GSH, 10 mM MgSQO,4, 5 mM glutamat, %2 PVP ve % 0,01 Triton
bulunan 5 ml ekstraksiyon tamponu (pH 8,00) icerisinde iyice homojenize edilmis ve
homojenat 12000g devirde 25 dk santrifljlendikten sonra elde edilen slipernatant

enzim ekstrakti olarak kullaniimigtir.

Glutamat oxoglutarat aminotransferaz (GOGAT) aktivitesi icin icerisinde iyice
homojenize edilmis ve homojenat 12000g devirde 25 dk santrifiijlendikten sonra elde

edilen slipernatant enzim ekstrakti olarak kullaniimistir.

3.2.5.1 Glutamin Sentetaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutamin sentetaz (GS; EC 6.3.1.2) aktivitesi igin reaksiyon karisimi; 15 umol ATP, 20
pmol MgSQg, 5 umol hidroksilamin, 60 umol L-glutamat ve 37,75 umol Tris (pH 7,60)
icermektedir. 0,25 ml enzim ekstrakti alinip, Gizerine 0,75 ml reaksiyon karigimi ilave
edilmis, 30 oC ‘de 30 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 0,75 ml ferric chloride
ilavesi ile reaksiyon sonlandiriimistir. Karisim 500g devirde 10 dk santrifij edildikten
sonra 500 nm dalga boyunda o&lclilmistir[64]. Kér numuna olarak enzim ekstrakti
yerine, ekstraksiyon tamponu kullanilmis, ayni islemlerden gegirilmistir. GS reaksiyonu

su sekilde ilerler;

Glutamat + ATP +NH; —— Glutamin + ADP + Fosfat

3.2.5.2 Glutamat Dehidrogenaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutamat dehidrogenaz (GDH; EC 1.4.1.2) aktivitesi; deaminasyon reaksiyonunun
spektrofotometrik olarak 6lclilmesi esasina dayanir. Deaminasyon reaksiyon karisimi;
100 mM Tris-HCI (pH 9,40), 50 mM L-glutamat, 0,625 mM NAD*, 1 mM CaCl,’dan
olusmaktadir. 950 pl reaksiyon karisimi alinip Gzerine 50 ul enzim ekstrakti ilave
edilmesiyle reaksiyon baslamistir. 340 nm dalga boyunda 3, 15 ve 30 dk degerleri
Olclilmustiir[62].
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GDH reaksiyonu su sekilde ilerler;

Glutamat + NAD" + H,0 ——— a- ketoglutarat + NH,;" + NADH

3.2.5.3 Glutamat-2-oxoglutarat aminotransferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutamat-2-oxoglutarat aminotransferaz (GOGAT; EC 1.4.7.1) aktivitesi icin reaksiyon
karisimi; 50 mM tris-HCI (pH 7,50), 5 mM L-glutamin, 5 mM a-ketoglutarat, 0,1 mM
NADH igerir. 950 pl reaksiyon karisimi alinip Gzerine 50 ul enzim ekstrakti ilave edilip,
30 °C’ deki su banyosunda inkibe edilmistir. Karisim 0, 15 ve 30 dk sonunda 340 nm
dalga boyunda spektrofotometrede olgllmistir. Kor olarak enzim ekstrakti yerine

ekstraksiyon tamponu kullanilmistir[65].

GOGAT reaksiyonu su sekilde ilerler;

a- ketoglutarat + glutamin + NADPH+ H* — NADP" + 2 Glutamat

3.2.6 Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesi

Dokulardaki H,0, miktari tayini igin 100 mg 6rnek 1 ml % 0,1 (w/v) TCA ile iyice
homojenize edildikten sonra 13000g devirde 15 dk santriflj edilmistir. 0,5 ml
sipernatanta esit hacimde 10 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,00) ve 1 ml 1M KI
ilave edilmistir. Karisimin absorbansi 390 nm dalga boyunda ol¢lilmustiir. Standart

grafik kullanilarak (sekil 3.2)6rneklerdeki H,O, miktarlari hesaplanmistir[66].
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y =0,0234x-0,0121
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uM H202

Sekil 3. 2 H,0, 6lcimii icin hazirlanan standart grafik

3.2.7 Lipid Peroksidasyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Bitki dokusundaki lipid peroksidasyonu tayini icin 100 mg 6rnek 1 ml % 80 etanol
icerisinde iyice homojenize edildikten sonra 3000g devirde 10 dk santriflij edilmistir.
Daha sonra silipernatant esit iki hacime béliinlp; birine esit hacimlerde % 0,65 TBA ve
% 0,01 BHT iceren % 20 TCA ¢ozeltisi, digerine de yine esit hacimde % 0,01 BHT igceren
% 20 TCA cozeltisi ilave edilmistir. Karisimlar 95 °C ‘de 20 dk inkiibe edilmistir. Stire
sonunda ornekler 5 dk buz banyosunda sogumaya birakilmis, reaksiyonun durmasi
saglanmistir. Ornekler tekrar 3000g devirde 10 dk santrifiij edildikten sonra
supernatantlar alinip 532 nm dalga boyunda okunmus ve 440 nm (antosiyanin igin) ve
600 nm (sekerler icin) dalga boyundaki spesifik olmayan absorbsiyon icin absorbans

degerleri belirlenmistir[67].

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA) bilesikleri miktarlari
asagidaki formul yardimi ile 1 gr dokuda bulunan MDA (nmol MDA/ gr doku) seklinde

hesaplanmistir;

[(A324TBA) — (A°4TBA) — (AS32TBA — ASC.TBA)] — A
[(A*°+TBA — A®®+TBA) 0,0571 —— B

MDA bilesikleri (nmol / ml stipernatant) = (A — B/ 157000) 10°
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3.3 istatistiksel Analiz

Nihai sonuglar t-test yontemi ile istatistiksel olarak analiz edilmis, 0,05 hata seviyesinde

onemli bulunan degerler istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada, azot kaynagl olarak sadece nitrat iceren besin ¢ozeltisinde buyutilen
Arabidopsis thaliana bitkisi, belli bir bliyiime evresi sonunda azot agligina birakilmis ve
bu ortama yeni azot kaynagi olarak nitrat veya amonyum ilave edilerek nitrat ve
amonyum’a cevapta bitkinin tamaminda meydana gelen bazi biyokimyasal degisimler
incelenmistir. Sonuglar, her bir parametre igin en az iki tekrar ve her bir tekrar igin Ug¢
tekerrir vyapildiktan sonra elde edilen alti degerin ortalamasi olarak verilmistir.
Grafiklerde kullanilan gruplardaki isimlendirmeler ve bunlarin anlamlari asagidaki gibi
verilmigtir. Grafiklerdeki bitin gruplar kontrol ile karsilastirilarak istatistiksel olarak

yorumlanmustir.

C: kontrol grubu 9.glin

To: azot agligina birakilan grup 10.gln

Al: amonyum ilave edilmis grup 11.glin (yeni azot ilavesi sonrasi 1. giin)
A3: amonyum ilave edilmis grup 13.giin (yeni azot ilavesi sonrasi 3. gilin)
A5: amonyum ilave edilmis grup 15.glin (yeni azot ilavesi sonrasi 5. giin)
N1: nitrat ilave edilmis grup 11.glin (yeni azot ilavesi sonrasi 1. giin)

N3: nitrat ilave edilmis grup 13.glin (yeni azot ilavesi sonrasi 3. giin)

N5: nitrat ilave edilmis grup 15.glin (yeni azot ilavesi sonrasi 5. giin)
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4.1 Toplam Protein igeriklerinde Meydana Gelen Degisimler

Arabidopsis’de meydana gelen toplam protein miktarindaki degisimleri belirlemek igin
BCA yontemi kullanilarak bitkinin farkli glnlerdeki protein miktarlari 6lglilmustar.
Olgiim sonuglarina gore; azot acligina birakildiginda ve azot kaynagi olarak amonyum
ilavesinin ilk giinlinde protein konsantrasyonunun arttigini, azot kaynagi olarak nitrat
ilavesinin Uglincli glinlinde protein konsantrasyonunun azaldigi, diger gilinlerde bir

degisimin olmadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

Total protein
70
60 ¥k
S
2 50 *
=]
%E' 40 -
£ 30 -
s
wp 20
E
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C T0 Al A3 A5 N1 N3 N5
Groups

Sekil 4. 1 Arabidopsis’in protein iceriklerinde meydana gelen degisimler

4.2 Hidrojen Peroksit Konsantrasyonunda Meydana Gelen Degisimler

Organizmalarin uzun sire strese maruz kalmalari, reaktif oksijen tirlerinin (ROT)
artmasina neden olur. Eger ROT’lar etkin bir bicimde temizlenmezse, bu oksidatif stres
organizmanin 6limine neden olabilir. Farkh glinlerde hidrojen peroksit miktarlar
Olculen Arabidopsisin istatistiksel sonuglarina gore; azot aghgina birakildiginda hidrojen
peroksit miktari belirgin bir sekilde artmistir. Azot kaynagl olarak amonyum
kullanildiginda birinci ve Uglinci giin konsantrasyon kontrol grubu degerlerinde

bulunmus, besinci glin ise artmistir. Azot kaynagi olarak nitrat alindiginda birinci giin
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hidrojen peroksit konsantrasyonu kontrol grubu degerinde bulunmus, Uglinci ve

besinci glin ise bu konsantrasyon énemli derece artmistir (Sekil 4. 2).

H202
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Sekil 4.2 H,0, miktarlarinda meydana gelen degisim

4.3 Lipid Peroksidasyonu Diizeylerinde Meydana Gelen Degisimler

Uzun sire oksidatif strese maruz kalan organizmalarda reaktif oksijen tirlerinin etkili
bir sekilde temizlenememesi sonucu olusan hasarlarin basinda lipidlerin oksitlenerek
malonildialdehit’li  (MDA) bilesiklerin olusmasi gelir. Farkli zamanlarda lipid
perksidasyonu dizeyleri olclilen bitkinin istatistiksel sonuglarina gore; azot acgligina
birakildiginda MDA’ll bilesiklerin miktarlarinda bir azalma meydana gelmistir. Azot
kaynagi olarak amonyum kullanildiginda bu durum degismemistir. Azot kaynagi olarak
nitrat kullanildiginda birinci ve Uglincl glinlerde de bu azalma devam etmistir. Besinci
gilin ise kontrol grubuna kiyasla ihmal edilebilecek seviyede bir artis gozlemlenmistir

(Sekil 4.3). (Elde edilen besinci glin degerlerine tam glivenememekteyiz).
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Sekil 4. 3 Lipid peroksidasyonu degerlerinde meydana gelen degisimler

4.4 Antikoksidan Enzim Aktivitelerinde Meydana Gelen Degisimler

Bu enzimlerden siperoksit dismutaz; iki sliperoksit molekiliini hidrojen peroksit ve
suya donustirir. Hidrojen peroksit ise genellikle CAT enzimi tarafindan suya cevrilir.
Bitkinin blylme kosullarinda ve siirecinde meydana gelen degisimlere cevapta olusan
oksidatif stresin dizeyinin belirlenmesinde; hidrojen peroksit miktarindaki ve

antioksidan enzim aktivitelerindeki degisim dnemlidir.

4.4.1 Siuperoksit Dismutaz Aktivitesinde Meydana Gelen Degisimler

Slperoksit dismutaz enzimi aktivitesi; bitki azot achgina birakildiginda azalmis, bu
azalma azot kaynagi olarak amonyum ilavesinin birinci gliniine kadar devam etmistir.
Amonyum ilavesinin Gglncl glniU aktivite artmasina ragmen, besinci glini bu artis
yerini kontrol degerine birakmistir. Azot kaynagi olarak nitrat ilavesinin birinci ve

Uglincl glinG SOD aktivitesi artmis, fakat besinci giini azalmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4 Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler

4.4.2 Katalaz Enzim Aktivitesinde Meydana Gelen Degisimler

Katalaz enzim aktivitesi; bitkiler azot acligina birakildiginda ve azot kaynagi olarak
amonyum ilave edildiginde birinci, Gglincl ve besinci glinlerde azalmistir. Azot kaynagi
olarak nitrat ilavesinin birinci ve tg¢lnci gliniinde CAT aktivitesinde degisme gozlenmez
iken, nitrat ilavesinin besinci glinlinde CAT aktivitesi 6nemli dizeyde dusik

bulunmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 5 Katalaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler
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4.4.3 Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinde Meydana Gelen Degisimler

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi; bitki azot achgina birakildiginda énemli miktarda
azalmistir. Azot kaynagl olarak amonyum kullanildiginda; birinci gin bir degisiklik
gozlemlenmezken, lglincl ve besinci glinlinde aktivite artmis, besinci glindeki aktivite
ylksek bulunmustur. Azot kaynagi olarak nitrat kullanildiginda; birinci glin az bir artis
olmus, Uglincl gunde bu artis kontrol degerlerine birakmis, besinci glinde ise hem
onemli bir azalma goérilmis hemde kontrol grubuna kiyasla GR aktivitesi duslk

bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6 Glutatyon rediktaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler

4.4.4 Askorbat Peroksidaz Aktivitesinde Meydana Gelen Degisimler

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi; bitki azot acligina birakildiginda degismemistir.
Azot kaynagi olarak amonyum ilave edildiginde birinci glin aktivite kontrol grubu
degerine gore onemli dlcide artmis, bu artis Gglincli ve besinci glinlerde de devam
etmistir. Azot kaynagi olarak nitrat kullanildiginda AP aktivitesi birinci glin kontrol
grubu seviyesinde olmasina ragmen Uglinct giin 6nemli oranda artmistir. Fakat bu artis

besinci giin tekrar kontrol grubu seviyesine dismustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7 Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler

4.5 GS, GDH ve GOGAT Aktivitelerinde Meydana Gelen Degisimler

4.5.1 Glutamin Sentetaz Aktivitesinde Meydana Gelen Degisimler

Glutamin sentetaz aktivitesi incelendiginde; bitki azot acghgina birakildiginda bir
degisme olmamistir. Azot kaynagi olarak amonyum ilave edildiginde; birinci, ikinci ve
Uglinct glinde yine aktivite kontrol grubu degerlerinde devam etmistir. Azot kaynagi
olarak nitrat ilave edildiginde; birinci glinde bir azalma meydana gelmistir, fakat ikinci

ve lg¢lincl glinlerde aktivite kontrol grubu degerlerine ¢cikmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8 Glutamin sentetaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler
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4.5.2 Glutamat Dehidrogenaz Deaminasyon Aktivitesinde Meydana Gelen

Degisimler

GDH enzim aktivitesi sonuglarina gore; bitki azot agligina birakildiginda aktivitede bir
artis gozlemlenmistir. Azot kaynagl olarak amonyum ilave edildiginde birinci giin
aktivite kontrol seviyesinde kalmis, Gglincl ve besinci glinler 6nemli 6lgide artmstir.
Azot kaynagi olarak nitrat kullanildiginda ise; birinci glin aktivite azalmis, Gg¢linci glin

ise artmistir. Besinci glin ise kontrol grubu seviyelerinde gézlemlenmistir(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 GDH Deaminasyon aktivitesinde meydana gelen degisimler

4.5.3 Glutamat-2-oxoglutarat Aminotransferaz Aktivitesinde Meydana Gelen

Degisimler

GOGAT enzim aktivitesi sonuglarina gore; azot aghgina birakilan bitkide bir degisme
olmamigtir. Azot kaynagl olarak amonyum verildiginde birinci ve Uglinci giinlerde
aktivite onemli derecede artmis, besinci giinde ise dnemli derecede azalmistir. Azot
kaynagi olarak nitrat verildiginde birinci glin artis, Uglinci glin ise azalis olmustur.

Besinci glin ise kontrol grubu degerine donmistir (Sekil 4.10).

36



GOGAT

k%
*%
I I I ; t I
C TO Al A3 1 N3 N5

AS N

umol ox. NADH/min/fg FW
= [ [ [e] w
(%] [an] [y [en] (9] (=]

(=]

Groups

Sekil 4. 10 GOGAT aktivitesinde meydana gelen degisimler

4.6 Genel Degerlendirme ve Tartisma

Toplam protein degerlerine bakildiginda (Sekil 4.1), bitki azot ac¢ligina maruz birakildigi
zaman kontrole gore artan protein degeri amonyum verildiginde Uclincl ve besinci
ginlerde, nitrat verildiginde ise birinci ve besinci glinlerde kontrol degerine
yakinlasmistir. Hem amonyumun hem de nitratin besinci giinde ortak etki gosterdigi
gorilmektedir. Bitki azot aghgina maruz birakildiginda azot kaynagl olarak hem
amonyum hem de nitrat verildigi zaman, elde edilen toplam protein degerleri TO ile
karsilastirildiginda butin ginlerde azalma goézlenmistir. Hem amonyumun hem de

nitratin biitliin glinlerde ortak etki gosterdigi gorilmektedir.

Alt1 saat azot achigina birakilan Arabidopsis koklerinde H,0, diizeylerinin arttigi daha
onceki baska bir calismada gosterilmistir[68]. Yaptigimiz ¢calismada, hidrojen peroksit
degerlerine bakildiginda (Sekil 4.2), bitki azot achigina maruz birakildigi zaman kontrole
gore artan H,0O, degeri amonyum verildiginde birinci ve Uclincli glinlerde, nitrat
verildiginde ise birinci glinde kontrol degerine yaklasmistir. Hem amonyumun hem de

nitratin birinci giinde ortak etki gosterdigi gorulmektedir. Bitki azot aglig§ina maruz
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birakildiginda azot kaynagi olarak amonyum verildigi zaman elde edilen degerler TO ile
karsilastirildiginda H,0, degeri birinci glinde azalirken nitrat verildiginde ise birinci
ginde azalma ve Uglincu glinde artis gdzlenmistir. Ayni bitkinin koklerinde yapilan 24
saat sliren bir ¢alismada[25], azot kaynagi olarak nitrat verildiginde H,0, diizeylerinde
24. saate kadar 6nemli duslsler goézlenirken amonyum verildiginde ilk saatlerde H,0,
diizeyi yiksek iken 1.5 saatten sonra azalmaya baslamistir. Bizim ¢alismamizdan elde

edilen bir glinliik sonuglar bu galisma ile paralellik gostermektedir.

Lipid peroksidasyonu degerlerine bakildiginda (Sekil 4.3), bitki azot acligina maruz
birakildigl zaman kontrole gore azalan MDA degeri amonyum ve nitrat verildiginde (N5
hari¢) kontrol degerine yaklasamamistir. Hem amonyumun hem de nitratin butin
glnlerde ortak etki gosterdigi gortlmektedir. Bitki azot agligina maruz birakildiginda
azot kaynagl olarak amonyum verildigi zaman elde edilen degerler TO ile
karsilastirildiginda, birinci ve Uglincu giinlerde artis gozlenirken nitrat verildiginde (N5
harig) birinci ve lclincli glinlerde disis gozlenmistir. Bu sonuglardan amonyum ve
nitratin ters etki gosterdigi gorilmektedir. Ayni bitkinin koklerinde yapilan 24 saat
siren bir calismada[24], azot kaynagi olarak hem nitrat hem de amonyum verildiginde

MDA dizeylerinde 24. saate kadar 6nemli bir degisim gdzlenmemistir.

Superoksit dismutaz aktivitesi degerlerine bakildiginda (Sekil 4.4), bitki azot agligina
maruz birakildigl zaman kontrole gére azalan SOD aktivite degeri sadece amonyum
verildiginde besinci glinde kontrol degerine yaklasmistir. Bitki azot acligina maruz
birakildiginda azot kaynagi olarak hem amonyum hem de nitrat verildigi zaman elde
edilen degerler TO ile karsilastirildiginda, hem amonyumun hem de nitratin SOD
degerlerini arttirdigl gérilmektedir. Ayni bitkinin koklerinde yapilan 24 saat siren bir
calismada[25] azot kaynagi olarak nitrat verildiginde SOD diizeylerinde 24. saate kadar
degisim gozlenmezken amonyum verildiginde ilk saatlerde SOD dizeyi yliksek iken 1.5

saatten sonra azalmaya baslamistir.

Katalaz aktivitesi degerlerine bakildiginda (Sekil 4.5), bitki azot aghgina maruz

birakildigi zaman kontrole gore azalan CAT aktivite degeri sadece nitrat verildiginde
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birinci ve Uglncl glinlerde kontrol degerine yaklasmistir. Bitki azot achgina maruz
birakildiginda azot kaynagi olarak amonyum verildigi zaman elde edilen degerler TO ile
karsilastirildiginda, Uglincli glinde artis ve besinci glinde azalma gozlenirken nitrat
verildiginde ise birinci ve lglincl glinde artis ve besinci glinde diists gozlenmistir. Ayni
bitkinin koklerinde yapilan 24 saat siren bir calismada[25], azot kaynagi olarak hem
nitrat hem de amonyum verildiginde CAT diizeylerinde 24. saate kadar 6nemli bir

degisim gozlenmemistir.

Glutatyon rediktaz aktivitesi degerlerine bakildiginda (Sekil 4.6), bitki azot aghgina
maruz birakildigi zaman kontrole gore azalan GR aktivite degeri amonyum verildiginde
birinci glinde, nitrat verildiginde ise Ucglincli glinde kontrol degerine yaklasmistir. Hem
amonyumun hem de nitratin farkli giinlerde ortak etki gosterdigi goriilmektedir. Bitki
azot aghgina maruz birakildiginda azot kaynagi olarak amonyum verildigi zaman elde
edilen degerler TO ile karsilastirildiginda, birinci, Uglncl ve besinci glnlerde artis
gozlenirken nitrat verildiginde ise birinci ve lclncl glnlerde artis ve besinci giinde
azalma gozlenmistir. Ayni bitkinin koklerinde yapilan 24 saat siiren bir calismada (2010
Peterson), azot kaynagi olarak nitrat verildiginde GR enzim aktivitesi dlizeylerinde 24.
saate kadar dususler gozlenirken amonyum verildiginde ilk saatlerde GR enzim
aktivitesi duzeyi ylksek iken 1.5 saatten sonra azalmaya baslamistir. Amonyuma
cevapta GR enzim aktivitelerindeki artislar[69] ve [70]tarafindan da rapor edilmistir. Bu
durum askorbat/glutatyon havuzunun amonyuma cevapta ROT detoksifikasyonunda

aktif rol oynadigini gosterir.

Askorbat peroksidaz aktivitesi degerlerine bakildiginda (Sekil 4.7), bitki azot achgina
maruz birakildigi zaman kontrole gore degismeyen AP aktivite degeri sadece nitrat
verildiginde birinci ve besinci glinlerde kontrol degerinde kalmistir. Bitki azot acligina
maruz birakildiginda azot kaynagi olarak amonyum verildigi zaman elde edilen degerler
TO ile karsilastinildiginda, tim glnlerde; nitrat verildiginde de birinci ve Uglnci
glnlerde artis gézlenmistir. Ayni bitkinin kdklerinde yapilan 24 saat siiren bir calismada
[24], azot kaynagi olarak nitrat verildiginde AP enzim aktivitesi diizeylerinde 24. saate
kadar dustsler gozlenirken amonyum verildiginde tim saatlerde AP enzim aktivitesi

diizeyleri artmistir. Amonyuma cevapta AP enzim aktivitelerindeki artislar[69] ve [70]
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tarafindan da rapor edilmistir. Bu durum askorbat/glutatyon havuzunun amonyuma

cevapta ROT detoksifikasyonunda aktif rol oynadigini gosterir.

Glutamin sentetaz aktivitesi degerlerine bakildiginda (Sekil 4.8), bitki azot aglgina
maruz birakildigl zaman kontrole gore degismeyen GS aktivite degeri hem amonyum
hem de nitrat (N1 harig) verildiginde kontrol degerinde kalmistir. Bitki azot aglhgina
maruz birakildiginda azot kaynagi olarak amonyum verildigi zaman elde edilen degerler
TO ile karsilastirildiginda, Uglincli ve besinci glinlerde; nitrat verildiginde de tim

glunlerde hafif bir azalma gozlenmistir.

Glutamat dehidrogenaz deaminasyon aktivitesi degerlerine bakildiginda (Sekil 4.9),
bitki azot agligina maruz birakildigi zaman kontrole gére artan GDH deaminasyon
aktivite degeri amonyum verildiginde birinci glinde, nitrat verildiginde ise besinci
ginde kontrol degerine yaklagmistir. Hem amonyumun hem de nitratin farkl giinlerde
ortak etki gosterdigi gorilmektedir. Bitki azot achigina maruz birakildiginda azot
kaynagi olarak amonyum verildigi zaman elde edilen degerler TO ile karsilastirildiginda,
Uglincl ve besinci glinlerde artis; nitrat verildiginde ise birinci ve besinci glinlerde

disls gézlenmistir.

Glutamat-2-oxoglutarat aminotransferaz aktivitesi degerlerine bakildiginda (Sekil 4.10),
bitki azot acligina maruz birakildigi zaman kontrole gore degismeyen GOGAT aktivite
degeri sadece nitrat verildiginde besinci giinde kontrol degerine yaklasmistir. Bitki azot
achgina maruz birakildiginda azot kaynagi olarak amonyum verildigi zaman elde edilen
degerler TO ile karsilastirildiginda, birinci ve UGclinci glinlerde artis ve besinci giinde
azalma gozlenirken nitrat verildiginde birinci gln artis ve Uclncli glin azalma

gozlenmistir.

Bitki azot acligina maruz birakildiginda azot kaynagi olarak hem amonyum hem de

nitrat verildigi zaman bu ¢alismada elde edilen sonuclar asagidaki gibi 6zetlenebilir:
e Hem amonyum hem de nitrat protein degerlerini azaltmistir.
e Hem amonyum hem de nitrat H,0, degerlerini birinci glinde azaltmis, sadece nitrat

Uglinci ginde arttirmistir.
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e Amonyum ve nitrat MDA’ll bilesiklerin degerlerinde ters etki gdstermistir.

e Hem amonyum hem de nitrat SOD aktivitelerini arttirmistir.

e Hem amonyum hem de nitrat CAT aktivitelerinde genelde ayni etkileri gdstermistir.
e Hem amonyum hem de nitrat GR aktivitelerini genelde arttirmistir.

e Hem amonyum hem de nitrat AP aktivitelerini genelde arttirmistir.

e Hem amonyum hem de nitrat GS aktivitelerini genelde azaltmistir.

e Amonyum ve nitrat GDH aktivitelerinde genelde ters etki gbstermistir.

e Hem amonyum hem de nitrat GOGAT aktivitelerini birinci glinde arttirmis, diger

glnlerde farkhlik gostermistir.

Farkh inorganik azot formlarinin analizinde durumu karmasik hale getiren potansiyel
bir faktér de Arabidopsis’de amonyum asimilasyonu ve nitrat indirgenmesi ve
asimilasyonunun ayni organda gerceklesmeme potansiyelidir. Topraktan alinan
amonyumun, kokten govdeye tasinimi ile ilgili bazi raporlar bulunsa da[71] genellikle
direkt olarak koklerde asimile edildigi kabul edilir[72]. Nitrat indirgenmesi ve
asimilasyonu ise bitki tirliine ve cevresel sartlara bagh olarak olduk¢a degiskenlik
gosterir. Arabidopsis’de pek cok cevresel sartlar altinda nitrat indirgenmesi ve
asimilasyonu icin esas alanlar yapraklar olsa da bazi calismalarda 6nemli diizeyde nitrat
indirgenmesi ve asimilasyonunun koklerde gerceklestigini gosteren bulgular elde
edilmistir. Sonucta, farkli sekilde ifade olan genler arasinda li¢ genel dizenleyici sinif
tanimlanmistir: Amonyum-spesifik diizenleme, nitrat-spesifik diizenleme, ve genel
inorganik azot diizenleme genleri. Amonyum ve nitrat metabolizmasinin bir noktadan
sonra oOrtiismesinden dolay! nitrat bir kez amonyuma indirgenince, temelde nitrat-
spesifik gen setini dizenleyici anahtar sinyali muhtemelen basli basina nitrat (veya
nitrit) iyonu oldugu ifade edilmektedir [25],[26]. Bununla beraber, Arabidopsis’de kok,
govde ve yaprak’tan verilen amonyumun alinimi ile ilgili genetik ¢alismalar sonucunda,
spesifik dokularin davranislarindaki farkhliklar hala belirli degildir. Farkh dokulardaki

amonyumun dagilimi ve bunlarin doku spesifik ekspressiyon durumu Onem
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arzetmektedir. Hatta bunlarin agiklanabilmesi icin diger iyonlarin da stress durumu goz
ontine alinmaldir[73]. Bu ylizden, bu calismada elde edilen verilerle ileri sirilen

tezimizin hipotezi detayh arastirmaya ihtiya¢ duymaktadir.
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