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ONSOZ VE TESEKKUR

Bitkiler yasamlari siiresince biyotik ve abiyotik streslere maruz kalirlar.Biyotik ve
abiyotik stres faktorleri bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal zararlar olusturarak
iiriin nicelik ve niteligini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu arastirmada; tarim, tip,
boya ve gida sanayii gibi farkli alanlarda kullanilan ve sekonder bilesik olan
kumarin maddesinin model organizma olarak segilen L.culinaris lizerindeki etki
mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi amaglandi.

Doktora 0grenimimin tiim agamalarinda, bilgisi, tecriibesi ve sevgisi ile siirekli
olarak destegini ve ilgisini yanimda hissettigim, hayata yaklagimiyla da ornek
aldigim tez danismanim degerli hocam Saym Dog. Dr. Ozlem AKSOY’a en igten
tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tez izleme komitesi tiyeleri Dog. Dr. Filiz VARDAR, Yrd. Dog. Dr. Sevgi
TURKER KAYA, Prof. Dr. Fazil OZEN ve Dog. Dr. Giilden YILMAZ hocalarima,
degerli katki, 6neri ve elestirilerinden dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim boyunca aldigim dersler araciliryla, egitimime katkida bulunan,
Kocaeli Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji bdliimiiniin tiim 6gretim iiyelerine,
dostluk ve yardimlarindan yararlandigim tiim calisma arkadaslarima tesekkiir
ederim.

Real time PZR analizlerimiz sirasinda desteklerini esirgemeyen sayin hocalarim
Dog¢. Dr. Naci CINE ve Yrd. Dog. Dr. Deniz SUNNETCI AKKOYUNLU’ya
tesekkiirii bir borg bilirim.

Tiim hayatim boyunca maddi ve manevi destekleriyle bana gii¢ veren, yanimda olan
ve bana gilivendikleri icin ¢ok sevgili anne ve babama sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez ¢aligmam siiresince biiylik bir sabirla bana her zaman destek ve yardimci olan
sevgili esim Dog. Dr. Dogan YUKSEL’e, kizlarim Zeynep Esma ve Zehra Ilgin’a

sonsuz tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismas1, Kocaeli Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Birimi BAP
2016/02 No’lu proje ile desteklenmistir. Desteklerinden dolayi tesekkiir ederim.
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KUMARININ MERCIMEK BIiTKiSi (LENS CULINARIS MEDIK)
UZERINDEKI SITOTOKSIK, BiYOKIMYASAL VE GENOTOKSIK
ETKIiLERI

OZET

Bu arastirmada; tarim, tip, boya ve gida sanayii gibi alanlarda kullanilan ve sekonder
bir bilesik olan kumarin maddesinin, model organizma olarak secilen Lens culinaris
Medik. iizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglandi. Bunun i¢in deney
gruplarinin ¢imlenme ylizdeleri hesaplandi, kok uzunluklar1 6l¢iildii, ¢imlenen ve
cimlenmeyen tohum sayilar1 belirlenerek, Probit analizi ile EC50 degeri belirlendi.
72 saatlik uygulama sonucunda, probit analizine gére EC50 degeri kumarin igin
278,86 ppm olarak bulundu. Olgiimlerin daha kolay yapilabilmesi igin alt ve iist smir
araliginda bulunan 300 ppm degeri EC50 degeri olarak alindi. Saptanan EC50 degeri
ve EC50x2 (600 ppm) olmak iizere iki farkli konsantrasyon ve kontrol grubu olarak
Hoagland ¢ozeltisi ile deneyler yapildi. Sitolojik ¢alismalarda, 6rneklerin mitotik
indeks ylizdeleri hesaplandi ve kromozom anormallikleri belirlendi. Kontrol ile
karsilagtirildiginda, artan kumarin konsantrasyonunun mitotik indeksi azalttigi,
kromozomal anormaliklere sebep oldugu goézlendi. Biyokimyasal calismalarda,
deney gruplarinin ¢oziinebilir protein miktart ve SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi) ile protein bant profilleri belirlendi. Prolin, lipid
peroksidasyonu ve hidrojen peroksit miktarlarinin yanisira a-amilaz, CAT (katalaz)
ve SOD (siipeoksit dismutaz) enzim aktiviteleri de incelendi. Sonuglar, kontrol ile
karsilagtirildiginda, protein konsatrasyonunun EC50x2’de arttigi ve SDS-PAGE ile
yapilan analizler sonucunda, bant profillerinde farklilik olustugu, Malondialdehit,
prolin miktarlarinda artma, H,O, miktarinda ve katalaz aktivitesinde once azalma
sonra artma belirlendi. SOD ve o-amilaz aktivitesinde ise azalma tespit edildi.
Molekiiler ¢alismalarda, kumarinin genotoksik etkilerini belirlemek i¢in RAPD ve
Real Time PZR teknikleri kullanildi. RAPD analizlerinde uygulanan kumarin
maddesinin doza bagl olarak bant profillerinde polimorfizm artisina ve genomik
kalip stabilitesi oraninda azalmaya neden oldugu tespit edildi. Real Time PZR
analizlerinde abiyotik stresle iliskili olan (CAT, Cu/Zn SOD ve Mn SOD) 3 farkhi
genin anlatim1 incelendi. Kumarin stresinin CAT ve Cu/Zn SOD genlerinin
anlatimini azalttig1 buna karsin Mn SOD anlatiminda hem artma ve hem de azalma
tespit edildi. Kumarinin; sitotoksik, genotoksik ve biyokimyasal hasarlar olusturdugu
belirlendi. Bu tez, kumarin stresi altinda yetistirilen L.culinaris bitkisinin sitolojik,
biyokimyasal ve genotoksik ag¢idan arastirildigi ilk detayli ¢alismadir.

Anahtar kelimeler: Genotoksik Etki, Kumarin, L.culinaris, RT PZR.
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DETERMINATION OF CYTOTOXIC, BIOCHEMICAL, AND GENOTOXIC
EFFECTS OF COUMARIN ON LENTIL (LENS CULINARIS MEDIC)

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects mechanisms of the coumarin,
which is a secondary compound in plants used in different fields such as agriculture,
medicine, dye and food industry, on L. culinaris Medik. Germination percentages of
the experimental groups were calculated, root lengths were measured, germinated
and ungerminated seed were counted, and EC50 value was determined by Probit
analysis. As a result of 72 hours of application, the EC50 value for coumarin was
determined as 278,86 ppm based on the probit analysis. In order to make the
measurements easier, the EC50 value was taken as 300 ppm, which is between the
lower and wupper limit. Experiments were carried out with two different
concentrations, the EC50 value and the EC50x2 (600 ppm), and the Hoagland
solution was used as the control group. In cytological studies, mitotic index
percentages of samples were calculated and chromosomal abnormalities were
detected. Compared with the control, it was observed that the increasing
concentration of coumarin decreased the mitotic index and caused chromosomal
abnormalities. In biochemical studies, protein band profiles were determined by the
amount of soluble protein in the experimental groups and by SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Proline, lipid peroxidation and
hydrogen peroxide quantities as well as a-amylase, CAT (catalase) and SOD
(superoxide dismutase) enzyme activities were investigated. The results of the study
showed that protein concentration increased at EC50x2 and analysis by SDS-PAGE
revealed differences in band profiling, increased amounts of MDA, proline, a
decrease in H,O, and a decrease in catalase activity when compared to the control.
A decrease in SOD and a-amylase activity was detected. In molecular studies,
RAPD and Real time PZR techniques were used to determine the genotoxic effects
of coumarin. It was determined that the coumarin we applied in the RAPD analysis
caused polymorphism and increased the band profiles due to the polysaccharide and
decrease in genomic pattern stability. In Real Time PZR analysis, three different
genetic expressions related to abiotic stress (CAT, Cu/ Zn SOD and Mn SOD) were
examined. Coumarin stress reduced the expression of CAT and Cu / Zn SOD genes
where both an increase and decrease of the expression of Mn SOD was detected.
The results also revealed that coumarin caused cytotoxic, genotoxic and
biochemical damages. This study is the first detailed investigation of the effects of
L.culinaris plant grown under coumarin stress in terms of cytological, biochemical
and genotoxical analysis.

Key words: Genotoxical Effects, Coumarin, L.culinaris, RT PZR.
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GIRIS

Bitki bilesenleri bulunduklar1 habitatlardaki farkli populasyonlara etki ederek
bitkilerin habitatlarin1 se¢melerini biiyliik oranda etkilerler. Bu tiir bilesiklere
alleopatik bilesikler denir. Belirli miktarlarda inhibitér etki gosterebilen bu
bilesiklerin etki mekanizmalar1 fizyolojik, sitotoksik ya da genetiksel bir degisim
olusturabilir. Rekabete girdikleri canlilarin DNA’sinda meydana getirecekleri kalitsal
varyasyonlar populasyonlarin zayiflamasina veya yok olmasima neden olabilir.
Bitkiler ortaya ¢ikan olumsuz etkileri en aza indirmek ya da tamamen engellemek
icin molekiiler savunma mekanizmalarina bagvururlar. Bu bitki bilesenleri besinsel
olarak tiiketildiklerinde ise canli da benzer olumsuz sonuglar dogurabilirler. Bu
aragtirmada; tarim, tip, boya, kozmetik ve gida sanayii gibi farkli alanlarda kullanilan
ve sekonder bilesik olan kumarin maddesinin model organizma olarak secilen L.

culinaris Medik. iizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi planlandi.

Bu tez ile; bitkilerde sekonder bilesikler olarak ortaya ¢ikan kumarinin ekonomik ve
besin degeri yiliksek olan L. culinaris Medik. lizerindeki ¢imlenme ve ¢imlenme
parametreleri lizerine yapmis oldugu etki dl¢iildii. Bu sonuglar kullanilarak tiptan
kimyaya, ekonomiden sosyal bilimlere siklikla kullanilan; aralarinda sebep - sonug
iliskisi bulundugu varsayilan iki veya daha fazla degisken arasindaki iliskiyi
inceleyerek modelleyen istatistiksel bir analiz metodu olan probit analizi ile EC50
degerleri tespit edildi. Artan kumarin konsantrasyonlarinin mitotik indeks {izerine ve
kromozom anormalliklerine olan etkilerinin tespiti yapildi. Biyokimyasal
caligmalarda total protein miktari, H,O, konsantrasyonlarindaki degisikligine ve alfa
amilaz, katalaz, siliperoksit dismutaz enzim aktivitelerinin degisimleri incelendi.
Bitkilerde stresin  Oncelikli hedefi olan membranlardaki etkileri lipid
peroksidayonunun son Triinlerinden biri olan malondialdehit analizleri ile tespit
edildi. Lipid peroksidasyonunun son iiriinli olarak malondialdehidin tiyobarbiitirik
asit ile yaptig1 kompleksin miktarindan lipid peroksidasyon degisimleri hesaplandi ve
ayrica yine stres kosullarinda artis goOsteren bir amino asit olan prolin

konsantrasyonundaki degisim belirlendi. Ayrica tohumda total protein



miktarlarindaki degisimleri belirlemek amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi.
Genomik DNA’da olusabilecek polimorfizmin saptanmasi i¢in RAPD-PZR
primerleri uygulandi. Caligmamizin en son asamasinda Real Time PZR uygulamasi
ile katalaz, Cu/Zn-SOD ve Mn-SOD enzimlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri
belirlendi. Bu genlerle ilgili olarak, kumarinin s6z konusu enzimler iizerine bir etkiye
sahip olup olmadigi konusunda literatiirde yapilmis herhangi bir c¢alismaya
rastlanmadi. Bu ¢alisma sonucunda ekonomik degeri olan ve ¢esitli alanlarda yaygin
olarak kullanilan kumarinin model organizma olan L. culinaris Medik iizerindeki
sitotoksik, genotoksik ve biyokimyasal etkileri ilk defa arastirildi. Ayrica allelopatik
kimyasal olan bu bilesigin hiicresel ve molekiiler etki mekanizmalarinin ortaya

cikarilmasina katki saglandi.

Calismamizin amaci tarim, tip, boya ve kozmetik sanayiinde kullanilan kumarin
maddesinin bitkide sebep oldugu bazi fiziksel, sitolojik, biyokimyasal ve genetiksel
degisiklikleri belirlemek ve bdylece bitkide meydana gelebilecek; olasi oksidatif
stres izlerini, bitkinin strese yanitini, lipit peroksidasyonu ve bitki gelisimi iizerine
etkilerini ortaya koymaktir. Yapilan ¢alisma sonunda elde edilen tespitler genel bir
degerlendirme niteliginde olacagi gibi ayrica analizlerin sonuglar1 iiretici ve
tilketiciye, kumarin maddesinin kullanildig1 alanlarda avantaj ve dezavantajlar

hakkinda fikir verebilecektir.



1. GENEL BiLGILER

Siirlart belli bir bolgede yasayan ve kendi aralarinda diizenli etkilesim iginde olan
canlilar ve onlarin cansiz g¢evreleri ekosistemleri olusturmaktadir. Dogal
ekosistemlerin canli 6gelerinin ilk kismini1 yesil bitkilerden olusmus ireticiler
toplulugu meydana getirmektedir. Cesitli canlilar i¢in temel besin kaynagi olan
bitkiler birgok canli i¢in habitat olusturmakta ve ¢ok sayida hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bitkiler, iklimlerin sekillenmesini saglamakta, toprak erozyonunu
engellemekte, ekosistemleri dengelemekte, sera etkisini azaltmakta ve ¢esitli ham
maddelerin kaynagini olusturmaktadir (Gibson ve Gibson, 2007). Bitkilerden elde
edilen gesitli {irtinler ve bu irilinlerin kullanim alanlar1 6zellikle son zamanlarda
biliylik bir artis gostermistir. Bitkilerden elde edilen bu maddeler zirai ilaglarin
(herbisit, fungisit, insektisit, glibre ve biiylime regiilatorleri), gida katki maddelerinin
(nutrasotikler, koruyucu ve lezzet verici baharatlar), cesitli ilaglarin (antibiyotikler,
anti-inflamatuar ilaglar, hormonlar, analjezikler vb.) ve kozmetik iiriinlerin (krem
bilesenleri, parfiim ve losyonlar) kaynagini olustururlar (Sampietro ve dig., 2009;
Wink, 2010). Ornegin thaumatin adli Thaumatococcus danielli’den elde edilen
tatlandirici, kalorisi az olmasi ve sukrozdan 2000 kat daha tatli olmasindan dolay1
siklikla kullamlmaktadir (Akay, 2011). Diinya Saghk Orgiitiiniin agiklamalarina
gore, ozellikle gelismekte olan iilkelerde bitkisel kaynakli ilaglar, niifusun yaklasik
%80’inin saglik ihtiyaglarim1 karsilamada kullanilmaktadir (Jain ve Saxena, 2009).
Bitkiler tarafindan bol miktarda olusturulan, farkli sentez basamaklarina sahip olan
biyoaktif fitokimyasallar ve antioksidan maddeler ilaglarin hammaddesi olarak
kullanilmaktadir. Vinkristin, digitoksin, paklitakzel, streptomisin, 6 kloramfenikol,
rifampisin, artemisinin gibi sekonder metabolit kdkenli ilag olarak kullanilan bir¢ok
biyoaktif bilesik 6rnegi mevcuttur (Akay, 2011). Aspirin, Salix sp. ve Populus sp.
bitki cinslerinin bir¢ok tiirlinde bulunan glikozit salisinden tiiretilmistir (Strobel ve

Daisy, 2003).

Teknolojinin ve bilimin ilerlemesiyle tim organizmalar giinliik yagamda sik sik
dogal ya da yapay kimyasal maddelerle yiiz yiize gelmektedir. Insan populasyonunun

karsilagtiklar1 bu kanserojen ve mutajen maddelerin etkisinden korunmasi i¢in bu



ozellige sahip bilesiklerin tespit edilmesi ve etkilerinin agiga c¢ikarilmasi
gerekmektedir (Maron ve dig., 1983; Debnath ve dig., 1991). Siklikla kullanilan
endiistriyel kimyasallar, pestisidler, kozmetik iirlinleri, ilaglar gibi yapay kimyasallar
ve havayi kirleten ¢esitli kimyasal maddelerin ya da ilaglarin mutajen kaynaklarinin
toksik etkileri mutajenik, karsinojenik ve teratojenik olarak ortaya c¢ikmaktadir
(Dokmeci, 1994). Mutajenik, karsinojenik ve teratojenik {iirlinler hakkinda dogal
iirinlerde oldugu gibi ¢ok fazla bilgi sahibi oldugumuz sdylenemez. Toksik iiriinlerin
etkileri i¢in denemelerde hayvanlar kullanilmakta, ancak bu hem masrafli hem de
zaman alic1 testler olarak bilinmektedir. Bu yiizden biyolojik aktivitelerin tahmin
edilmesi i¢in daha etkili ve uygun yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Zahmetsiz,
hemen yetisebilen, ekonomik olarak kolay elde edilebilen 6karyotik organizmalar ile
birlikte ¢aligmanin hedefe yonelik daha etkili ve saglikli ¢aligmalara 151k tutacagi

diistintilmektedir.

Gliniimiizdeki bilimsel yeniliklerle birlikte, biyoloji kimya ve tibbin farkl
alanlarindaki disiplinleraras1 c¢aligmalar, tibbi bitkilerin dogal bilesiklerinin
molekiiler yapilar1 ile ilgili yeni bilgiler elde etmemize yardimci olmakta ve
saflagtirma sonucunda bu bitkilerdeki biyolojik aktiviteler incelenebilmektedir
(Diilger ve dig., 1999; Tadeg ve dig., 2005). Ayni arastirmalar, bitkilerin ¢evresi ve
ekosistemle olan etkilesimlerinde karmasik mekanizmalar ile cesitli kimyasal
maddeler icerdikleri ve bu maddeler yardimiyla savunma, korunma, ortama
adaptasyon, varligimni siirdiirme ve neslini devam ettirme gibi hayati konularda

avantajlar sagladiklarini ortaya ¢ikarmistir (Bourgaud ve dig., 2001).

Sekonder metabolitler bitkinin belirli kisimlarinda sentezlenen ve uzun siire depo
edilebilen, genellikle savunma amacl kullanilan bilesikler olarak tanimlanmistir
(Hartmann, 2007; Karlovsky, 2008). Sekonder metabolitler, sayilar1 100 binlere
ulagmis azot iceren (alkoloidler, aminler, siyanojenik glikozitler, alkamidler,
peptitler, glikosinolatlar ve protein yapisina girmeyen aminoasitler 6rn: B-alanin,
taurin, ornitin vb gibi) ve azot icermeyen (terpenler, poliketidler, fenolikler,
saponinler ve poliasetilenler) bilesiklerdir. Bu bilesikler, bitkinin farkli doku ya da
organlarinda sentezlenebilirler (Facchini, 2001) (Sekil 1.1). Bunlar arasinda bitkiyi,
zararli hayvanlar ve otlara karsi korunmayi saglayan insektisitler, ¢imlenmeyi

Onleyici maddeler ve toksik maddeler, ortamdaki zararli c¢evresel faktorlerin yol



actig1 strese karsi giiclendirici metabolitler, dogal yasamda rekabet giiciinii artiran
bilesikler, bakteri, mantar ve viriis karsit1 maddeler, herbisitler, tozlasma ve tohum
dagilimi vasitastyla hayvanlari cezbedecek renkli ve giizel kokulu metabolitler yer
almaktadir (Charwood, 1990). Bitki yapilarindaki sekonder metabolitlerin ¢ogu
yalnizca bir bitki cinsine ya da tiirline 6zgii olabilir. Bu yapilar farkli bitkiler
tarafindan lretilemez (Ramachandra ve Ravishankar 2002; Giil, 2011). Ayrica bu
bilesikler bitkileri UV 1sinlarindan korumada, patojenleri inhibe etmede ve hiicre
duvarinda yapisal biitlinliigii saglamada baslica rol oynarlar (Verma ve dig., 2009).
Ozellikle terpenoid tiirevlerinin ve fenolik asitlerin kuvvetli allelopatik etkiye sahip

olduklar1 belirtilmektedir (Chengxu ve dig., 2011).
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Sekil 1.1. Major sekonder maddelerin biyosentez yollar1 (Li ve dig.,
2010)

Sekonder bilesiklerin ve 6zellikle fenolik bilesiklerin saglik agisindan 6nemi giin
gectikee artmaktadir (Cemeroglu, 2009). Gida sanayiinde kullanilan fenoliklere olan
ilgi, antioksidan ozellikleri sayesinde insan saglig1 lizerindeki potansiyel etkisinden
dolayr artmigtir. Fenoliklerin antioksidan aktivesinin yaninda, detoksifiye enzimleri
uyararak tiimor gelisimini baslatan ve ilerleten transkripsiyon faktorlerini inhibe
etme yetenekleri ve metal iyonlarini selatlama o6zellikleri vardir (Verma ve dig.,

2009). Fenolik bilesiklerin saglik iizerine etkilerinin belirlenmesindeki en 6nemli



zorluklardan biri besinlerde farkli biyolojik aktivitelere sahip ¢ok sayida fenolik
bilesigin bulunmasidir (Cheynier, 2005). Fenolik bilesiklerin, antioksidanlar olarak
hiicre canliligim1 artirirken, prooksidanlar olarak apoptozu indiikleyebildikleri ve

timor gelisimini engelleyebildikleri de bilinmektedir (Lambert ve dig., 2005).

Kimya endiistrisi ve ila¢ yapiminin hizli gelisimi, tarim ve evlerde kullanilan
kimyasal maddelerin artmasi ve ortaya ¢ikan c¢evre sorunlari, endiistride goriilen
mesleki zehirlenmeler, medikal ilaglarla ortaya ¢ikan zehirlenmeler, besin
zehirlenmeleri gibi nedenlerden dolay1 kimyasal maddelerin 6nemi ve onlara olan
ilgi giderek artmaktadir (Vural, 1984). Insan popiilasyonun ¢evredeki kanserojen ve
mutajen maddelerin etkisinden korunmasi i¢in bu 6zellige sahip bilesiklerin tespit
edilmesi ve etkilerinin degerlendirilmesi 6nemlidir (Maron ve Ames, 1983; Debnath
ve dig., 1991). Son zamanlarda yapilan arastirmalar sentetik kimyasal ilaclarin yerine
daha dogal ve g¢evreye daha az olumsuz etkisi olan kimyasallarin bulunmasina
yoneliktir. Clinkii sentetik kimsayallar hem g¢evreye ve insan sagligma zarar
vermekte hem de yabani otlarin ¢ogu bu kimyasallara karst bagisiklik
gelistirmektedir.  Biitin  bunlar g6zoniine alindiginda, bitkilerden salinan
allelokimyasallarin kullanim1 giin gectikge artmaktadir. Bu bilesiklerin yarilanma
Oomiirleri daha kisadir ve ekosistemde kimyasal herbisitlere gore daha giivenlidir
(Duke, 1986). Allelopatik maddeler; farkli mikroorganizmalar (bitki, mantar gibi)
tarafindan iretilirler (Kohli ve dig., 1997) ve etki ettikleri organizmalarda dogal
gelisimi yavaglatir ya da tamamen bitirirler (Macias ve dig., 2007; Lam ve dig.,

2012)

Giines 15181, nem ve riizgarli hava kosullar1 bitkisel kokenli pestisitlerin hizlica
par¢alanmasina yol acar. Bu nedenle hasattan az bir zaman 6nce uygulanabilirler.
Genelde bitki kokenli pestisitler, ¢cevredeki zararlt maddeleri direk olarak bitirmese
de dnemli 6l¢iide yavaslatirlar ve bu zararlt maddelerin bitkiye etkisini zayiflatirlar.
Diger bir deyisle, zararli etken maddeyi hemen o6ldiirmezler ama zararlarini bloke
edebilirler. Ayrica, memeli hayvanlara ve ekosisteme c¢ok fazla olumsuz etkileri
yoktur. Orantili olarak kullanildiklarinda kiiltiir bitkilerinin ¢imlenme ve biiylimesini
durdurmazlar ve bitkinin kalitesine zarar vermezler. Baslica dezavantajlari ise
etkilerini ¢ok ¢abuk kaybettiklerinden uygulama zamani ve siklig1 agisindan dogru

planlama gerektirmesidir. Genellikle toksik 6zellikleri kullanilarak ¢esitli alanlarda



yagsamimiza dahil olan bu bilesiklerin biyoherbisit olarak kullanimlar1 da son
zamanlarda giindeme gelmistir (Ozdemir, 2007). Ancak sentetik herbisitlerin sebep
oldugu gibi kalic1 hasarlarla karsilagmamak i¢in bu amagla kullanilacak allelopatik
etkiye sahip kimyasallarin etki mekanizmalarinin arastirilip agikliga kavusturulmasi

gerekmektedir.

Allelopatinin etkilesimin sebepleri arasinda sitolojik boliinme, uzama vb. ile birlikte
hormon seviyesi ve konsantrasyonu, hiicre zar1 geg¢irgenligi, besin maddesi alimu,
stoma acikligi, klorofil igerigi, solunum, enzimatik etkinlikler (protein sentezi, yag
metabolizmasi, porfirin yapimi gibi), su iliskileri ile toprak mikroorganizmalar1 gibi
faktorlerin etkisi (0zellikle tarla bitkilerinde) gosterilebilir (Manuel ve dig., 1999;
Reigosa ve dig., 2002). Allelopatik bilesikler hedef bitkiye niifuz ettikten sonra;
mineral alimi, enzim inhibisyonu veya stimiilasyonu, stomalarin agilmasi ve
fotosentez, hiicre boliinmesi, solunum, membran gegirgenligi, topraktaki potasyum
(K) ve fosfat (P)’in kullanilabilirligi, protein sentezi ile lipit ve organik asit
metabolizmasinin degisimi, porfirin halkalarmin sentezinin durdurulmasi, hormonal
gelisim, ksilem elemanlarinin tikanmasi ve gévdeden suyun gecisi gibi fizyolojik ve
biyokimyasal olaylar1 etkileyebilirler (Kocacaliskan, 2010; Rice, 1985; Seigler,
1996). Belirtilen fizyolojik ve biyokimyasal degisimlerin belirlenebilmesi i¢in verici
ve hedef bitki hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir. Ayni zamanda bu ajanlarin
yapisinin ve etki mekanizmlarinin bilinmesi, sebep oldugu morfolojik, sitolojik ve
genetiksel degisimleri agiklamayi kolaylastirir. Ornek verilecek olursa anormal kok
gelisimi, inhibitér maddenin mikrotiibiil olusumunu engelledigini gosterir. Lateral
kok gelisimi veya primer kokiin zarar goérmesi hormonal dengenin bozuldugunu
belirtir. Kok ve govde uzunlugundaki farkliliklar, bitki gelisimin primer diizeyde
etkilendigine isaret eder. Bu etkiler salinan allelokimyasal etkiye sahip bilesigin etki
mekanizmasina ve biyolojik etkisine bagl oldugu kadar, hedef bitkinin fiziksel ve
biyokimyasal tolerans durumuna da baglidir (Erez, 2009). Sekonder metabolitlerin
ya da alleopatik bilesiklerin hedef bitki ile etkilesimi sonucunda hiicre membraninda
gegcici porlar agilabilir ya da membranin ¢oziilmesine sebep olabilirler. Boylece hiicre
zarinin permeabilitesini artirip ekzojen kaynakli maddelere acgik hale getirebilirler
(Wink, 2010). Ayrica bu bilesikler metabolik ve yapisal olaylarda hiicre

boliinmesinde, gen regiilasyonunda ve iletisiminde c¢ok Onemli yere sahip olan



proteinler ve toksik maddeler ile kolaylikla reaksiyona girebilirler. Bu etkilesim
sonucunda proteinin konformasyonu kolaylikla aktif veya inaktif duruma gelebilir.
Sekonder metabolitler, bu etkiyi o6zellikle sahip olduklar1 reaktif fonksiyonel
gruplariyla proteinlere kovalent baglanarak gergeklestirirler (Wink ve Latzbruning,
1995). Ferulik asit ve sinamik asit gibi baz1 fenolik bilesikler protein sentezlemesini
inaktive ederler. Ornegin O. sativa’daki fenol igeren alelokimyasallar amino asit
taginimi ve protein sentezini kisitlayarak biiylimeyi durdururlar. Biitiin fenolik
bilesikler DNA ve RNA’nin kararliligin1 azaltir. Sekil 1.2°de alleopatik bilesiklerin
yol agtig1 bir seri fizyolojik ve biyokimyasal degisimler gosterilmektedir (Li ve dig.,
2010). Ayrica fenol igeren alellopatik ajanlar bitki hormonlarmin fizyolojik
aktivitelerini azaltabilir, artirabilir ya da sonlandirabilir. Bu durum bitkilerin normal
fizyolojik gelisim siirecini engeller. Benzoik asit ve polifenoller gibi sekonder
bilesikler indolasetik asit ve gibberelin gibi hormonlarin bozulmasina neden
olabilirler. O. sativa nin sulu ekstraktlari, bazi bitkilerdeki indolasetik asidin oksidaz
aktivitesini arttirdigt ve daha sonrasinda indolasetik asitin seviyesini azalttig1
belirtilmistir. Bazi1 arastirmalarda da salisilik asitin armut meyvesinde (Pyrus
communis) etilen sentezini engelledigi gosterilmistir. Genel olarak fenolik
bilesiklerin ¢imlenme ve erken fide gelisimi {izerindeki etkisi, kullanilan bilesime,
konsantrasyona ve hedef bitkiye bagli olarak aktive veya inhibe edici olabilir

(Reigosa ve dig., 1999).
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Allelokimyasallar; kimi bitkiler i¢in toksik olup bitkide inhibisyona, strese hatta
oliime bile neden olabilirler. Ayni allelokimyasallar diger bir bitkide ise olumlu etki

gostererek biiylime ve gelismeyi diizenleyebilirler.

Genis yayilis alanlar1 ve biyokiitleleriyle besin zincirinin ilk basamagini olusturan
bitkilerin dogal ortamlardaki dagilislar1 biyotik (ayni tiire ait bitkiler, farkl tiirlere ait
bitkiler, hayvanlar, bakteriler ve mantarlar ) ve abiyotik (sicaklik, cografik sekiller,
toprak bilesimi, su ve giines 1sinlar1) faktorler tarafindan olusturulmaktadir. Bu
acidan konuya, bitki stres fizyolojisi agisindan bakilacak olursa; bitkiye yonelik
yabanci ot uygulamalari, doku(larin) yasi, hastalik ve parazitler, iyonize ve UV
radyasyon, cok diisiik diizeydeki sicakliklar, ortamdaki besin ya da su kisintisi,
genotip vb etmenler bitkilerde 6nemli ekofizyolojik etki birakirlar (Giirsoy ve dig.,
2012). Stres sonucu serbest radikaller ile antioksidan sistem aktivitesi arasindaki
dengenin bozulmasi ile lipid peroksidasyonu, protein denatiirasyonu, DNA
mutasyonlarini igine alan oksidatif hasarlarin meydana gelmesine neden olmaktadir
(Poontariga ve dig., 2003). Ozellikle hidroksil radikalleri hiicresel DNA, protein ve
lipit hasarlarina sebep olmaktadir. Lipid peroksidasyonu, hiicre membranindaki
doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle birlesmesi nedeniyle bir seri reaksiyona
girmeleri sonucu deforme olmalar1 ve lipid hidroperoksitlerin ortaya cikmasidir.
Peroksidasyon sonrasinda ortaya c¢ikan malondialdehit gibi aldehitlerin biyolojik
aktiviteleri, DNA ve proteinlerle c¢apraz baglanarak molekiillerin iglevlerini

degistirmeleri ile olusmaktadir (Griffiths ve dig., 2002; Aksoy, 2009).

Bitkilerin hayatlarina devam edebilmeleri icin bazen Onleyici mekanizmalar
kullanarak strese karsi miicadele etmeleri bazen da tolerans mekanizmalarini
kullanmalar1 gerekmektedir. Ekosistemden kaynaklanan strese karsi kullanilan
tepkiler basit kimyasal ya da biyokimyasal tepkiler, hormonal ya da gelisim tepkileri
ile genetiksel olarak meydana gelen kalitsal etmenlere kadar pek ¢ok farkli molekiiler
tepki seklinde olabilir. Cevre kaynakli strese karst adaptasyonda anatomik ve
morfolojik diizeyden hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler diizeye kadar
organizmadaki biitiin diizeylerde ortaya ¢ikan ve birbirini etkileyen farkli olaylar
etkili olmaktadir. Hiicrelerdeki stres toleransinin seviyesini yiikselten hiicresel
tepkiler; hiicre siklusu, hiicre bdliinmesi, hiicrelerin endomembran sistemi ve

vakuollesmesi ile hiicre duvarmin yapisindaki farklilasmalar1 igcermektedir.



Biyokimyasal diizeyde, bitkiler prolin, glisin ve betain gibi ozmodiizenleyici
bilesiklerin iiretimini i¢eren metabolizmada cesitli farkliliklarla ¢evresel streslerle
basedebilmektedir. Bir stres sinyalinin algilanmasini iceren molekiiler olaylar ise
toleransa neden olan genomik tepkiler olarak adlandirilirlar (Taiz ve Zeiger, 2002).
Ayrica bitkilerde stres kosullarina karsi olusan molekiiler tepki mekanizmalari iginde
makromolekiillerin ve iyonlarin homeostazisi, bazi1 koruyucu molekiillerin sentezi,

reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu ve detoksifikasyon da vardir.

Bitkilerin strese verdikleri yanitlara genetiksel olarak bakildiginda,verdikleri
cevaplar yapilarina bagl olarak degismektedir. Bunlar stres uyartilari, tasiyicilar,
transkripsiyon diizenleyicileri, hedef genler ve stres tepkileridir. Bunlarin etkisiyle
bitkide fizyolojik, biyokimyasal ve morfolojik degisimler olusmaktadir. Yapilan ¢cok
sayida transkriptomik ve proteomik calismalar stres esnasinda hangi genlerin aktif
oldugu ve bu aktivitenin nelere yol a¢tigi konusunda agiklamalar getirmektedir.
Cevresel kosullarda meydana gelen degisiklikler, stresin algilanmasi sonras1 sinyal
iletim mekanizmalarimin devreye girmesiyle ¢ok sayida transkripsiyon faktor ve
regililatorlerinin aktivasyonuna sebep olmaktadir. Mevcut calismalar molekiiler,
hiicresel ve fizyolojik olarak degisimlere yol agan biyotik ve abiyotik stres cevabinin
olduk¢ca karmasik oldugunu ve tim bu degisimlere yol agan mekanizmalarin
birbiriyle etkilesim i¢inde olduklarini belirtmislerdir (Ergen ve Budak, 2009). Bu
mekanizmalarin merkezinde strese karsi dayanikliligr arttirdig1 ya da stresin etkilerini
yavaglattig1 diisiiniilen bir takim proteinlerin sentezlendigi belirtilmektedir. Yapilan
caligmalarda da belirtildigi gibi stres altindaki bitkilerde, protein sentezi genellikle
artmaktadir. Bu proteinler, transkripsiyon faktorleri, RNA’ya bagl proteinler, protein
kinazlar ve fosfatazlar olabilecegi gibi (Rock, 2000; Shinozaki ve Yamagachi, 2000;
Xiong ve dig., 2001), stres kosullarinda iyon homeostazisini ve canli kalma
yetenegini saglayan proteinler de olabilmektedir (Blumwald, 2000). Su
kanallarindaki bazi proteinler ise aktif oksijen tiirlerini yok eden enzimlerin (Bohnert
ve Sheveleva, 1998), ozmolitlerin sentezini saglayan enzimlerin (Bohnert ve Shen,
1999) yapisina katilan proteinlerdir. Yapilan arastirmalarda, toleransh bitki tiirlerinde
strese kars1 dayaniklilikta protein miktarinin daha fazla artis gosterdigi (Aspinall,
1986; Hurkman ve dig., 1989; Ramagopal, 1987) ve duyarh tiirlerde ise protein
miktarindaki artisin az oldugu, hatta azaldigini belirtilmistir (Tiirkyilmaz, 2004).
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Bitkilerin ¢evreye uyum seviyesi stres etmenlerinden meydana gelen zarar etkiler.
Bu olgu farkli bitkilerin farkli bolgelerde en verimli seviyede yetismelerindeki
baslica etmendir. Bitkiler biyotik ve abiyotik streslerin etkisi altinda iken hiicre
dongiisiinde meydana gelen olaylar ile bircok genin birlikte ¢aligmasi ve genetik
bilginin yavru hiicrelere dogru sekilde aktarilmasiyla bu stres faktorlerini yenebilirler

(De Veylder ve dig., 2003; Harashima ve dig., 2013).

Yiiksek yapili bitkiler, ¢evresel kimyasallarin sitotoksik, sitogenetik ve mutajenik
etkilerini bizlere gostermektedir. Bu ozellikleri yiiksek yapili bitkileri deneysel
caligmalarda, kimyasallarin uygulanmasi veya ¢evresel kirliligin sebep oldugu olasi
genetik zararin Ol¢lilmesinde en Onemli alternatif test sistemleri olarak 6n plana

cikarirlar (Ma ve dig., 1995).

Genotoksisite genlerdeki DNA molekiillerinin toksik ajanlarla etkilegsmesi sonucunda
meydana gelen ve etkileri sonraki jenerasyonlara tasinan toksisitedir (Basaran, 2002).
Bitkiler hareketsiz canlilardir ve g¢evresel kirleticilere ve streslere dogrudan ya da
dolayli olarak maruz kalmaktadir. Bitkilerin ¢evresel kirliligin neden oldugu genetik
toksisitenin iyi bir biyoindikatorii oldugu belirtilmektedir (Krystofova ve dig., 2009).
Bu nedenle ¢evresel kirliligin neden oldugu muhtemel genetik hasarin izlenmesinde
hayvan biyotestlerine alternatif olarak Allium cepa, Hordeum vulgare, Arabidopsis
thaliana, Glycine max, Vicia faba ve Zea mays gibi bir¢ok bitki, son yillarda bu
caligmalar icin model organizmalar olarak kullanilmaktadir (Liu ve dig., 2005;

Aksoy ve dig., 2015).

Toksisite testlerinde secilecek organizmalar igin su faktdrler 6nemlidir (Rand ve dig.,
1995):

1- Ekosistemi temsil edebilecek yerli tiirler kullanilmalidar.
2- Segilen tiir ulasilmasi kolay ve bol miktarda bulunabilecek bir tiir olmadir.
3- Secilen tiiriin ekolojik ve ekonomik dnemi olmalidir.

4- Tir ici ve tiirler arasindaki duyarlilik farklilik gésterdiginden,en genis duyarlilik
araligina sahip canlilar secilmelidir.

5- Tiirlerin laboratuvar ortamlarina uyum yeteneklerinin yliksek ve kiiltiirlerinin
yapilabilir olmas1 6nemlidir.

6- Secilecek tiirler laboratuvar muhafaza dmiirlerinin en az bir ay olmasi gerekir.

11



7- Tiirlerin biyolojileri, tuzluluk, pH ve sicaklik ihtiyaglar1 calismadan Once
bilinmelidir.

8- Organizmanin gida zincirindeki seviyesi, ekonomik olarak 6nem arz etmelidir.

9- Denemede kullanilacak organizmalar uygun boyutta olmalidirlar.

Kirleticilerin bitkiler iizerinde olusturduklar: etkilerini belirlemek i¢in biyokimyasal,
fizyolojik, kromozomal ve molekiiler seviyede arastirmalar yapilabilir.
(Antonsiewiez, 1990; Gichner ve Plewa, 1998; Rank ve Nielsen, 1994; Conte ve dig.,
1998; Atienzar ve dig., 1999; Kovalchuk ve dig., 2001, Aksoy ve Dane, 2007).

Giliniimiizde 6zellikle ekonomik 6neme sahip bitkilerin korunmasi ve kaliteli iiriin
elde edilmesi gibi nedenlerden dolay:1 bitkilerin stresorlere karst daha hazirlikli
olmasi1 ve maruz kaldiklar1 etkilerden daha ¢abuk kurtarilmalari hedeflenmektedir.
Stresli ortamlar besin kalitesini negatif olarak etkilediginden, arastirmacilar zorlu
ekolojik ortamlarda hayatta kalabilecek bitki tiirlerini gelistirerek, gelecek zamanda

farkli alanlarda bu bitkileri kullanmaya devam etmek istemektedirler.

Fenolik yapidaki bitkisel bilesiklerin yapi-etki iligkilerini ve mekanizmalarini daha
ayrintili ortaya ¢ikarmak, dolayisiyla insan sagligina olas1 etki/yan etkilerini
aydinlatmak ve yeni kullanim alanlarmi belirlemek i¢in ayrintili caligmalara
gereksinim vardir. Bu amagla bu tez ¢alismasinda, dogal iiriinlerde bulunan ve son
yillarda tip,kozmetik gibi alanlarda kullanimi artan fenolik bilesiklerden kumarinin
L. culinaris iizerindeki sitotoksik, biyokimyasal ve genetoksik 6zellikleri arastirildi.
Ayrica olasi alleopatik oOzellikleri hakkinda literatiir taramalar1 ile Ongoriilerde

bulunuldu.
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1.1. Lens culinaris Medik.

Boliim : Phanerogamae

Alt Boliim : Angiospermae

Smif : Dicotyledoneae

Takim : Rhosales

Familya : Fabaceae (Leguminosae)
Alt Familya : Papilionoideae

Cins : Lens

Tur : L. culinaris Medik. cv. Sultan

Mercimek tohum ve fidelerinin tercih edilmesinin sebebi kolay yetistirilebilen bir
kiiltiir bitkisi olmasi, kromozom sayisinin az olmasi ve kromozomlarin gézlenebilir
olmasi, kisa siirede deney materyali haline gelmesi ve literatiir incelemelerine gore
cimlenme deneyleri ile ilgili c¢alismalarda bitkisel materyal olarak siklikla

kullanilmasidir.(Aksoy ve dig., 2007; Aksoy, 2008)

Mercimek insanoglunun ilk gida friinlerinden biridir. Orijininin Tiirkiye ve
Mezopotamya oldugu tahmin edilmektedir. Mercimek bu bolgelerden Misir,
Yunanistan ve Avrupa’ya yayilmistir. Mercimek (Lens), Fabaceae familyasina bagh
bir bitkidir (Kaya, 2010). Mercimegin makrosperma adi verilen yesil kabuklu ve
genellikle sar1 i¢ renginde olan tiirii ile mikrosperma adindaki kirmizi i¢ rengine
sahip tiirli mevcuttur (Coskuner ve Karababa, 1998). Mercimek bitkisi (2n=2x=14)
kendi kendini doélleyebilen diploid bir bitkidir. Haploid genom boyutu 4063 Mbp
biiytlikliigiindedir (Arumuganathan ve Earle, 1991). Mercimek yilda bir kez iirlin
veren, yar1 dik olan 3045 cm araliginda uzunluga sahip bir bitkidir. Gévdesi tek ve
kuvvetli, pinnat yapraklar1 soya ve fasiilye ile karsilagtirildiginda biraz kiigiik ve her
biri 1-4 cm uzunlukta 5-7 ¢ift sapsiz yaprakeik icerir. Yapraklarda 2 kiigiik kulake¢ik
ve ugta siiliik bulunur. Uretken nodlar kisa pedinkullerdeki ¢icek durumlarinda
kiigiik, 4-8 mm uzunlukta 1-4 ¢icek tasir. Cicekler kendiliginden tozlasma ozelligi
vardir. Baklalar 2,5 cm’den kisadirlar ve 1-2 tohumlar1 bulunur. Tohum yuvarlak ve

merkeze dogru siskindir. Tohumlarin 2-9 mm arasinda caplart olur. 100 tohum
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agirhgr 1,07-8,55 g arasindadir. Bitkilerde bulunan tohum sayis1 17,6 ile 139,6
arasindadir (Muehlbauer, 1974).

Fakl1 bir sekilde mercimek kabuklu ve i¢ mercimek olarak 2 sinifa ayrilir. Tiirkiye’de
yetistirilen mercimekler Tiirk Standartlar1 Enstitiisii tarafindan 4 grup altinda
toplanmistir. Ismini biiyiikliigiine, sekline ve renklerine gore alan mercimegin tiirleri
sunlardir: Sultan mercimek (yaprak-pul mercimek), yesil mercimek (sira mercimek),

kabuklu kirmizi mercimek ve kirmizi i¢ mercimek (Ozdemir, 2007)

100 g kuru mercimek tohumu; 340-346 g kalori, %12 nem, %?22-34,6 g protein, 0,6 g
yag, 65 g karbonhidrat, yaklasik 4 g lif, 2,1 g kiil, 68 mg Ca, 325 mg P, 7,0 mg Fe,
29 mg Na, 780 mg K, 0,46 mg thiamine, 0,33 mg riboflavin ve 1,3 mg niacin igerir
(Siirek ve dig., 2014). Mercimegin i¢erdigi 6nemli aminoasitler; lizin, arginin, 16sin
ve slilfiir iceren amino asitlerdir. Nisasta icerigi tohumda %35-53 ve %42 arasinda
degisir (Sehirali, 1988). Mercimek iyi bir B vitamini kaynagidir. 100 graminda: 0,26
mg thiamine, 0,21 mg riboflavin, 1,7 mg nikotinik asit, 223 mg kolin, 107 mg folik
asit, 130 mg inositol, 1,6 mg pantothenik asit, 13,2 mg biotin ve 0,49 mg piridoksin
bulunur (Hawtin, 1979). Mercimegi 6nemli kilan hem yogun protein igermesi hem de
farkli yemeklik baklagil tohumlarin ile karsilagtirildiginda yapisinda bulunan tripsin
inhibitorleri, hemaglutininler ve tannin gibi toksik maddelerden az miktarda
bulundurmasidir. Ayrica, demir bakimindan zengin olmasi baklagiller arasinda

mercimek bitkisinin degerini arttirmaktadir (Muehlbauer ve Tullu, 1997).

Mercimegin ayrica ekildigi topraga da cesitli katkilar1 vardir; 6rnegin, mercimek
koklerinde bulunan Rhizobium leguminosarum bakterilerinin yardimiyla, havada
bulunan serbest azotu topraga baglar ve kendisinden sonra ayni yerde ekilecek
bitkiye azot bakimindan verimli bir ortam hazirlar (Canbolat, 2014). Bununla birlikte
mercimegin koklerinde bulunan N, Ca, P, K gibi besin maddeleri de ayrigsma
sonrasinda topragin kok bolgesinde kalirlar (Sepetoglu, 2002). Mercimegin toprak
verimligine katkida bulunmasinin yani sira, sap ve samaninda en az seliiloz igeren
bitki olmas1 nedeniyle hayvan beslenmesinde de dncelikli olarak tercih edilmektedir
(Aydogan, 2001). Tim bu ozellikleri ile mercimek bitki 1slaht ve ¢esit gelistirme
caligmalarinda 6nemli bir kaynaktir (Canbolat, 2014).
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Tiirkiye’de tarimi yapilan bakliyatlar igerisinde ise mercimek en yiiksek iiretim
degerlerine sahiptir (Gercek, 2014). Diinya mercimek iiretiminde Tiirkiye 2014 yil
itibariyle 4.827.121 ton ile {igiincii sirada yer almistir (FAO, 2014). Tirkiye diinya
mercimek iiretiminde %7°lik bir paya sahiptir. Ulkemizin diinya {iretimindeki paymni
koruyabilmesi i¢in verim diizeyi yliksek, kaliteli, teknolojik ozellikleri ve besin
Ogeleri yoniinden zengin mercimek tiirlerinin yetistirilmesi ¢ok Onemlidir (Kaya,

2010).
1.2. Kumarin

Kumarin serbest halde ilk defa 1820 yilinda Vogel tarafindan tonka baklasi adi
verilen ve Giliney Amerika’da yetisen Fabaceae familyasindan Dipteryx odarata
(Coumarouna odarata) isimli agacin kurutulmus hos kokulu tohumlarindan
saflagtirtlmistir. Bilesik ilk defa bu bitkiden izole edildiginden, bitkinin cins adina
dayanilarak “coumarin” ismi verilmigtir. Literatiirde “coumarin” olarak anilan bu
bilesik Tiirk¢e kaynaklarda “kumarin” olarak ge¢mektedir. Kumarin ve kumarin
tiirevlerine bitkilerde tek baslarina veya birlesik halde yaygin olarak rastlanmaktadir.
Bu tiir bilesikler gesitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle son yillarda 6nem kazanmis
dogal bilesiklerdir. Kumarin bilesiginin kimyasal yapis1 Strecker (1867) ve Fitting
(1870) tarafindan aydinlatilmistir (Coffey, 1977). Bugiin tonka baklasi disinda,
yaklagik 600 cins bitkiden kumarin tiirevleri izole edilmistir (Murray ve dig., 1982).
Kumarin, 6zellikle Orchidaceae, Leguminoseae, Rutaceae, Apiaceae ve Lamiaceae
familyalarindaki bitkilerin meyve, yaprak, kok, govde, kabuk kisimlarinda belli
oranlarda bulunmaktadir. Dipteryx odorata ve diger Dipteryx cesitlerinden siklikla
elde edilmekle birlikte Melilotus alba, Hierochloe odorata, Glycyrrhiza glabra,
Medicago sativa ve Lavendula officinalis gibi bitkilerde ve visne, ¢ilek, seftali gibi
meyvelerde de dnemli miktarda bulunmaktadir (Boga, 2005; Kavran, 1998). Ayrica,
hint baklasi, ¢ilek, nane, yesil ¢ay, havug, kereviz, yabanmersini, tar¢in, bira ve

tiitinde de bulundugu aciklanmistir (Felter ve dig., 2006).

Kumarinlerin bitki biyokimyas1 ve fizyololojisinde, antioksidan gibi hareket etme,
enzim inhibitorii, toksik maddeleri Onleme gibi Onemli etkileri incelenmistir
(Kostova, 2005). Kumarinlerin in vivo olarak farkli timor tiirlerine karsi etkili

oldugu, bazi tiirlerinin anti-HIV aktivite icerdigi belirtilmektedir. Kumarinler ve
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tirevlerinde bulunan antibiyotik, antikoagiilan, antikanser, antienflamatuar ve
bakteriostatik sahip etkileri onlar1 biyoloji ve tip alanindaki arastirmalarda 6nemli bir

madde yapmaktadir. ilag sanayisinde kumarinler hakkinda pek ¢ok arastirma

bulunmaktadir (El-Khatib ve dig., 2007)

Beyaz kristal goriintimlii kat1 bir madde olan kumarinler, kondanse lakton halkasi ile
kaynasmis bir aromatik halkadan olusurlar. 1,2-benzopiron, 2H-1-benzopiran-2-on,
cis-o-kumarik asit lakton ve kumarinik anhidrit yaygin olarak kullanilan diger
isimleridir. Molekiil formulii CoH¢O,’ dir ve molekil agirligi 146,14 g/mol’ diir.
Kumarinin erime noktasi 68-70°C iken, kaynama noktasi 297-299°C dir. Kumarinler,
etanol, kloroform, dietil eter ve yag i¢inde rahatlikla ¢6ziiniirken suda az ¢oziiniirler.
Birinci smif kumarinler hint baklasindan izole edilirken; ticari olarak kullanilan
kumarinler salisil aldehitten sentezlenmektedir (Lake, 1999; Yiice, 2006). Kumarinin

genel yapist Sekil 1.3’de gosterilmistir.

0 0
| 904
g U .

- piron y-piron kumarin

Sekil 1.3. a- piron, y-piron ve kumarin bilesigi (Boga, 2005)

Kumarinler, flavonoidler sinifindan bilesiklerdir. Flavonoidler flavonoller, flavonlar,
katekinler, flavanonlar, antosiyanidler ve izoflavonoidler olmak iizere 6 alt siniftan
olusurlar (Guardia ve dig., 2001). Kumarinler, sinnamik asit ve kafeik asitlerle
yapisal benzerlikler gostermektedirler. O-dihidroksi sinnamik asidin yan zincirinin
laktonlagsmasiyla kumarin tiirevleri meydana gelmektedir. Umbeliferon (7-
hidroksikumarin), herniarin (7-metoksikumarin), psoralen, novobiosin ve imperatorin
bazi kumarin tiirevleridir. Sinnamik asit dogada yaygin olarak bulunan fenolik
bilesiklerin temel sinifi olan hidroksisinnamik asitlerdendir. Tiim hidroksisinnamik
asitler yan zincirde ¢ift bag bulunan ve bdylece cis ve trans formu olan C¢Cs karbon
iskeletine sahiptir. En yaygin ve en iyi bilinen hidroksisinnamik asitler sinnamik asit,
kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asittir (El-Seedi ve dig., 2012).
Sinnamik asit, karboksil grubu ile biten ii¢ karbonlu bir yan zincire sahiptir, sikimat

ve fenilpropanoid yolaklarinda 6nemli bir ara iiriindiir. Fenilpropanoid yolaginda
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fenilalaninin deaminasyonu ile sentezlenir. Fenilpropanoidler fenilalanin temelli
bitkisel bir metabolit sinifidir. Fenilalanin ilk olarak sinnamatlar, kumarinler, kafeik
asitler, ferulik asitler ve sinapik asitlere doniistiiriiliir. Sekil 1.4’de sinnamik asitten
kumarin olusumu gosterilmistir. Tiim bu asitlerin Onciisii olan sinnamik asit, diger
bolgelere daha kolay taginmasini saglayan daha ugucu bilesiklerin ana bilesenidir.
Sinnamik asit ve tiirevleri tatlandiricilarin, parfiimlerin, sentetik boyalarin ve
farmasoétiklerin 6nemli bilesenleridir (Natella ve dig., 1999; Bickers ve dig., 2005).
Genel olarak diyet destekleri i¢inde en yaygin olarak kullanilan grup fenoller
olmasina ragmen bu bilesiklerin genotoksik ve antigenotoksik etkileri ile ilgili
caligmalar halen yeterli degildir ve yapilan g¢alismalarda elde edilen sonuglar
tartismalidir (Maistro ve dig., 2011). Yapilan arastirmalara gore tannik asit, kumarin,
vanilin, kafein ve sinnamik aldehit gibi fenolik bilesiklerin memeli hiicrelerinde
mutajenik etkileri oldugu bildirilmistir (Ferguson ve dig., 1985; Sanyal ve dig.,
1997). Fenolik bilesiklerin yiiksek dozlardaki genotoksik etkileri; DNA
interkalasyonu, DNA topoizomeraz II hasari, serbest radikal {iretimi ve anahtar
enzimlerin inhibisyonu gibi mekanizmalarla meydana gelmektedir (Stopper ve dig.,

2005).

Trans-cis izomerizasyon Lakton olusumu
CO,H .
- — -
CO,H
OH OH 0o~ ~o
sinnamik asit 2-kumarik asit Kumarm

Sekil 1.4. Sinnamik asitten kumarin olusumu (Dewick, 2002).

Bitkisel kaynakli flavonoidlerin biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteleri oldukga
genistir. Antioksidan, damar agici, anti-inflamatuar, antibakteriyel, immiin-uyarici,
antiallerjik ve antiviral etkileri bu aktiviteler arasindadir. Ayni zamanda, insanlarda
ve hayvanlarda yapilan ¢aligmalar flavonoidlerin kardiyovaskiiler ve kanser
hastaliklarina yakalanma riskini azalttigi belirlenmistir (Cirico ve dig., 2006).
Flavonoidlerin bir diger ozelligi ise, gecis metal iyonu selatorii olarak goérev
yapmasidir. In vivo ve in vitro ortamlarda, gecis metalleriyle katalizlenen serbest
radikal olusturma reaksiyonlarinda 6nemli rol oynar. Bu durum, flavonoidlerin
antioksidan etkisinden ileri gelmektedir (Gao ve dig., 2002). Kumarinler

antikoagiilan, sedatif ve antienflamatuar etkiye sahiptir. Kumarin hos kokusu
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sebebiyle parfiim sanayiinde ve hosa gitmeyen kokular1 maskelemek amaciyla
kullanilmaktadir (Guenther, 1974). Gida sanayiinde yine hos kokusu nedeniyle bir
donem kullanilmis olsa da, hayvanlar lizerinde yapilan arastirmalarda toksik 6zelligi
bulundugundan dolayi, bu alanda kullanilmasindan vazgeg¢ilmistir (Guenther, 1975).
Kumarinlerin en bilinen kullanim alanlari, kanama iizerindeki antikoagiilan
etkileridir. Baz1 kumarin tiirevleri ticari olarak oral antikoagiilan olarak satilmaktadir.
Antikoagiilan etkilerine (Shilling ve dig., 1969) ilaveten, antibiyotik (Lewis ve dig.,
1996) ve antikanser (Manfredini ve dig., 1994) etkileri nedeniyle de kumarinler
birgok biyoloji ve ila¢ arastirmalarinda Onemli yer almaktadir. Tablo 1.1°de
kumarinlerin kullanildig1 yerler gosterilmistir. Onemli bir biyoaktivite giiciine sahip
olmas1 nedeniyle, son yillarda etkili farmakolojik degeri olan yeni tiir kumarin
tirevleri sentezlenmektedir (Hoult ve Paya 1996). Ayrica ¢esitli dogal ve sentetik
kumarin tiirevleri, floresans 6zellikleri nedeni ile gliniimiizde kimya, biyoloji, fizik
ve ilag gibi bircok farkli uygulamalarda ve arastirmalarda kullanilmaktadirlar.
Ornegin; bir kumarin tiirevi olan kalanolid HIV viriisiine karsi inhibitér olarak
kullanilmaktadir. Bir baska kumarin tiirevi olan clemincosin A’ nin, tlimorleri
durdurucu etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Amino kumarinler ve bazi kumarin
tiirevlerinin antibakteriyel etkisi ve biyolojik aktivitesi oldugu agiklanmistir. Yine bir
kumarin tiirevinin giinliik 5 gramlik dozunun klinik olarak yiiksek proteinli lenf
birikimi tedavisinde ve metastazli renal karsinomlarda etkin oldugu saptanmistir

(Born ve dig., 2003; Demiralay, 2005).
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Tablo 1.1. Kumarin ve Tiirevlerinin Biyolojik Aktiviteleri (Boga, 2005)

Tiirevin ad1 Gosterdikleri Biyolojik Aktivite

Herniarin Antienflamatuar etkili

Dafnetin Romatizmada etkili

Umbelliferon Antibakteriyel etkili

Skopoletin Spazmalitik etkili

Eskuletin P vitamini aktivitesi

Fraksetin Ditiretik etkili

Furanokumarinler Vitiligoda C derideki pigment
yetersizligi

Bergapten Derinin bronzlagmasinda etkili

Visnadin Antispazmatik etkili

3-Fenilkumarin Ostrojenik etkili

Mammein,Gerpavein Antikanserojenik etkili

4-OH veya siibstitiie Monomer ve Antikoagiilant etkili

dimer kumarinler

Bitkilerdeki kumarinler tiiriine ve konsantrasyona bagli olarak, bitki gelisimini ya
tesvik eder ya da inhibe ederler. Bir bitki gelisim diizenleyicisi gibi rol alarak hiicre
farklilagsmasini, oksin metabolizmasimni etkilerler (Abenavoli ve dig., 2002;

Demiralay, 2005; Yiice, 20006).

Kumarinler reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda ve bunlarin ortadan kaldirilmasinda
rol alarak, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar1 kontrol altina aldiklar
saptanmigtir. Kumarinlerin yapisina ve oksidatif stresin kaynagma bakarak,
kumarinlerin hem antioksidan olarak hem de oksidan olarak rol oynadigi

belirtilmistir. (Lin ve dig., 2011; Traykova ve Kostova, 2005).
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2. LITERATUR CALISMASI

Saleh ve dig. (2015) yaptiklar1 arastirmada kumarinin Vicia faba nin ¢imlenmesine,
gelismesine ve  baz1 fizyolojik parametreleri iizerindeki etkisini arastirmislar.
Kumarinin ¢imlenmeye etkisinin belirlemek icin Vicia faba tohumlarini farkl
konsantrasyonlarda (0,5, 1,0, 2,0 ve 4,0 mM) kumarin ile muamele etmislerdir.
Gelisme evresinde kumarinin bitkiye daha fazla etki etttigini, birincil ve ikincil
metabolitlerin yan1 sira fitohormon diizeylerini 6nemli Ol¢lide arttirdigini
belirtmisler. Arastirmacilar, kumarinin uygulandigi bitki cesidinin biiyiime ve
fizyolojisini  etkileyebilecegini saptamis ve fitohormon metabolizmasi ile

etkilesiminin olabilecegini aciklamiglardir.

Razavi (2011) yaptig1 calismada imperatorin ve psoralen gibi bazi kumarin
tiirevlerinin énemli pestisitleri tiretmek i¢in kullabilecegini belirtmistir. Sekil 2.1°de

Bazi allelopatik kumarinlerin yapilar1 verilmistir.

x
R3 0
0
R4

Bilesik RI R2 R3 R4
Kumarin H H H H
Umbelliferon i H oH H
Skopoletin 11 O<CH, Ol I
Skopolin H «CH, <OGin H
Izoamotinin H H OH  «CH,» CH=C{CH,YCH.OM)
Avrapten M H  =O-CHCHYCHCHCHACH-C(CH,). H

Sekil 2.1. Baz1 allelopatik kumarinlerin
yapilari

Mata ve dig. (1998) yaptiklar1 calismada dogal kumarin tiirevi olan imperatorini
Amaranthus — hypochondriacus, Echinochloa crusgalli, Lactuca sativa ve
Lycopersicum esculentum tizerine uygulamiglardir. Bu bitkiler {izerindeki radikula
biiyiimesine ve ¢imlenmeye olan etkisini arastirmiglardir. Imperatorinin bu bitkilerde
ATP sentez ve fosforilasyon mekanizmalarini inhibe etttigini ve allelopatik ajan

olarak davrandigini rapor etmislerdir.
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Wu ve dig. (2016) yaptiklar1 calismada c¢esitli organik ¢oziicii ekstraksiyonu,
kromatografi, ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz kromatografisi-kiitle
spektrometre (GC-MS) ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) yontemlerini
kullanarak sar1 tatli yulaf bitkisinin allelokimyasallarin1 izole ederek bunlari
tanimlamiglardir. Kumarin bilesigini, izole ettikleri bilesikler i¢inde en etkin
allelokimyasal olarak belirlemislerdir. 40 pg mL™" kumarin, italyan cavdar cigegi
(Lolium multiflorum Lam.), kus ekmegi (Polygonum aviculare), kirmizi yonca
(Trifolium pratense), veronica (Veronica persica), Poa pratensis L, Chenopodium
albiim, Plantago asiatica bitkileri lizerine uygulanmig ve bu bitkilerin tohum
cimlenmesini ve fide gelisimini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini bulmuslardir (P <0,05).
80 pg mL"de kumarin uygulanan tiim test bitkilerinde ise hem tohum ¢imlenmesi
hem de fide gelisiminde 6nemli inhibisyon etkileri gosterdigi belirtilmistir (P <0,05).
Kumarinin, ayn1 zamanda Italyan cavdar ¢i¢egi otu ve kirmizi yonca bitkisinin
tohum c¢imlenme ve fide biiyiimesini tamamen engelledigi belirtilmistir. Kumarinin
sar1 renkli tath yulafin baskin allelokimyasal maddesi oldugu ve bu kumarinin bir¢ok
yabani otun tohum ¢imlenmesini ve fidan gelisimi {izerine gii¢lii inhibisyon etkisine
sahip oldugu belirtilmistir. Bu nedenle, kumarinin dogal bir herbisit olarak

kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Razavi ve dig. (2010) yaptiklar1 bagka bir ¢alismada ise, Zosima absinthifolia bitkisi
ile veriler elde etmislerdir. Mevcut ¢alismada, bitki tohumlarindan furanokumarin
olarak bilinen imperatorin ve 7-preniloksi kumarin ve aurapten saflastirilmistir.
Ozellikle imperatorinin, yaygin bir bitki patojeni olan Sclerotinia sclerotiorum’a
kars1 mantar toksik etkisi sergiledigini ortaya koymuslar. Bilesiklerin ayrica

fitotoksik etkileri oldugunu ve allelokimyasal rol oynadigini belirtmigler.

Shettel ve Balke’nin (1983) yaptiklar1 ¢calismada kumarin tiirevi olan umbelliferonun
Zea mays L.,Glycine max L, Abutilon tbeophrasti Medic., Amaranthus retroflexus L.

ve Panicum miliaceum L. bitkilerinin biiyiimesini inhibe etttigini agiklamislardir.

Kupidlowska ve dig. (1994) vyaptiklar1 calismada kumarin ve ksantotoksin
maddelerini Allium cepa bitkisi lizerinde incelemislerdir. Al/lium cepa kok uglarinin
meristematik hiicrelerinde mitozu geciktiren konsantrasyonlarda (200 ppm kumarin

ve 100 ppm ksantotoksin), bu maddeler ile muamele etmislerdir. Meristematik
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hiicreleri tarafindan oksijen alimini diistirdiigiinii belirtmiglerdir. Ayrica ayni
maddelerin mitokondriyal matriskteki yapisal degisikliklerin yogunlagsmasina ve bu
organellerin olusumunda ve fizyolojisinde degisiklige sebep olduklarini rapor
etmiglerdir. Kumarinin ksantotoksine gore daha az olarak mitokondriyumda ve
membran gecirgenligindeki degisiklikleri gosteren sitoplazmadaki suksinat
dehidrogenaz enziminin {retimini arttirdigin1  belirtmiglerdir. Ayrica, mitozu
geciktirmesi ve mitokondriyal yapida degisikliklere sebep olmassindan dolayr bu
bilesikleri allelokimyasallar olarak tanimlamiglar. Kumarin ve ksantotoksinin A/lium
cepa kok uclarindaki meristematik hiicrelerin sitoplazmasi ve mitokondrinin
degisikliginin, bu bilesikler ile bu organellerin etkilesiminden kaynaklandigini ve bu
etkilesimin membran gecirkenliklerini etkilediklerini belirtmislerdir. Bu degisikler
sonucunda enerji metabolizmasi etkiledigini agiklamiglardir. Ayrica Stenlid ve
Saddik, (1962), Knypl, (1968, 1969) arastirmacilarda benzer sekilde kumarinin
glikolizis ve oksidatif fosforilasyonu inhibe ettigini agiklamislardir. On ¢alismalar ile
bu yeni kumarin tiirevlerinin mantar biiylimesini inhibe etmek i¢in in vitro olarak ¢ok
etkili bir sekilde ¢alistiklarin1 gostermistir. Yiiksek ol¢iide aktif kumarin tlirevlerinin
bircogunun, suda ¢oziiniirliige sahip halojenlenmis bilesikler olduklarini, bunlarin
sentezlenmesinin nispeten daha kolay oldugunu ve bu tiirevlerin ekonomik olarak

kolay elde edilebilir bilesikler olduklarini belirtmislerdir.

Brooker ve dig. 2007°de yaptiklar1 ¢aligmada kumarinin alt1 farkli tiirevini g¢esitli
toprak bitkileri iizerindeki patojen mantarlarina karsi antifungal aktivitesi agisindan
taramiglardir. Bu funguslar arasinda Macrophomina phaseolina ve Pythium spp.,
patojenleri tizerinde 6zellikle durmuglardir. Kumarin tiirevlerinin in vitro ortamda 3
haftadan fazla slirede mantar gelisiminde % 100 inhibisyon gostererek ortamda aktif
kaldiklarimi aciklamislardir. In vitro fungal inhibisyon deneylerine ilaveten, kumarin
bilesiklerinin fitotoksisite analizleri sonucunda, belirgin bir bitki toksisitesi sorunu

veya bitki gelisiminde bir sorun olusturmadiklar1 belirtilmistir.

Al-Barwani ve dig. 2004’de vyaptiklari c¢alismada kumarin tiirevi olan
furanokoumarinlerin Conium makulatumun bitkisinde baskin antifungal bilesikler
oldugu gostermisler. Bu bilesiklerin saglikli bitkide yapisal olarak bulunmayisiyla

birlikte, strese giren bitkilerde kontrol grubuna gore 103 kat arttiklar1 belirtilmis. Bu

22



bilesikler, kimyasal stres sonucunda biiyiik dlclide arttig1 i¢in, bu bilesiklerin stres

bilesikleri olarak diisiiniilebilecegi agiklanmas.

Olson ve Roseland (1991), Reda and El-Banhewy, (1986) Stevewnson ve dig. (2003)
yaptiklar1 aragtirmalarda kumarin ve tiirevlerinin insektisidal etkilerinin oldugunu

belirtmislerdir.

Ahrabi ve dig. 2011°de yaptiklar1 caligmada, bitki biiylimesini ve gelisimini
etkileyebilen ikincil metabolitler olan fenolik bilesiklerden para-hidroksibenzoik asit
ve kumarinin kanola Tlizerindeki biyokimyasal ve fizyolojik etkilerini
arastirilmiglardir.  Arastirmada, klorofil, karotenoid ve antosiyanin igerigi
spektrofotometrik olarak belirlenirken, guaikol peroksidaz ve katalaz aktiviteleri
Ol¢lilmiistiir. Bununla birlikte, lipid peroksidasyonu tiobarbitiirik asit islemi ile
Ol¢iilmiis ve sonuglarina gore ¢imlenmenin bu fenolik bilesiklerden biraz etkilendigi,
ancak fide biiylimesinin O6nemli Olciide azaldigi gosterilmistir. Kok ve siirgiin
uzunlugunun, taze ve kuru agirhigin bu bilesiklerden etkilendikleri belirtilmistir.
Klorofil igeriginin diisiik konsantrasyonlarda etkilenmedigi ancak fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlarindaki artigla azaldigr aciklanmistir. Bazi bitkilerin allelopatik
potansiyelinin fenolik bilesikleriyle iligkili oldugunu ve allelokimyasallarin, ¢evre ve
ekosistem tizerinde daha az olumsuz etkiye sahip herbisitlerin geligmesine yardimci

olabilecegi belirtilmistir.

Abenovoli ve dig., 2006°da yaptiklar1 ¢aligmada allelokimyasal kumarin maddesini
Triticum turgidum 1tzerinde incelemisler ve Ozellikle tohumlarda ¢imlenmenin
engellenmesine neden olan fizyolojik ve biyokimyasal degisimleri incelemislerdir.
200 upm'nin iizerindeki konsantrasyonlarda, kumarin tohum ¢imlenmesini
konsantrasyona bagli bir sekilde inhibe ettigini, inhibisyon tohumun ¢imlenmesi
sirasinda meydana geldigi, hizli oldugunu ve geri dondiiriillemez sekilde meydana
geldigi belirtilmistir. Bu erken ¢imlenme evresi sirasinda, kumarin maddesinin su
alimini, elektrolit tutma kapasitesini ve O, tiiketimini inhibe ettigi aciklanmistir.
Kumarinin  peroksidazlarin  aktiflesmesini  geciktirdigi, stiperoksit dismutaz
aktivitesini arttirdigi, bazi enzimlerin(APX,CAT) aktivitelerini diigiirdiigli ve salgi
yollarinda yer alan molekiiler saperonlarin transkripsiyonunu bastirdig1 belirtilmistir.

Kumarinin neden oldugu yetersiz su alimi reaktif O tiirlinlin fazla iiretilmesine sebep
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oldugu, bu durumun membran yapisin1 bozabilecegi ve solunumu azaltabilecegi
rapor edilmistir. Ayrica, antioksidan savunma sistemlerinin yeterli miktarda
yiikseltilememesi nedeniyle, ortaya ¢ikan oksidatif stres ¢imlenme programina etki
etmis olabilecegi belirtilmistir. Kumarinin elektron tagimimi saglayan membran
sistemiyle etkilesime girerek hem solunumu hem de fotosentezi inhibe edebildigi
rapor edilmistir. Ayrica arastirmacilara, 1000 um kumarin konsantrassyonunda alfa
amilazin inhibe oldugunu belirtmisler. Benzer sekilde Khan 1969°da 340 pum

kumarin konsantrasyonunda arpadaki alfa amilazin inhibe oldugunu agiklamistir.

Aliotta ve dig., 1992°de 2 x 10™* M kumarin muamelesinin turp bitkisinde ¢imlenme,
151k ve karanlikta kok biiylimesi iizerine biyolojik aktiviteleri agisindan etkili bir
inhibitér oldugu bulunmustur. Yan zincirdeki karboksilik grubun kok biiyiimesini

engelledigi rapor edilmistir.

Zhou ve dig., 2013’de yaptiklar1 ¢alismada kumarin uygulamasinin Medicago
sativa’daki bliylime {izerindeki etkileri, net nitrat alimina, nitrat konsantrasyonuna
(NO;") ve amonyum (NH; ") konsantrasyonuna, ¢dziiniir proteinlerin miktarina ve
nitrat rediiktaz (NR), glutamin sentaz (GS) ve glutamat Dehidrogenaz (GDH)
aktivitelerini incelemisler. Yonca fidelerini kumarin 0, 0,025, 0,05, 0,1 ve 1 mM
kumarin konsantrasyonlarina maruz birakilmiglar. Yiiksek konsantrasyonda kumarin
(= 0,1 mM), siirgiinlerde ve koklerde taze agirlik iiretimini ve kok/gbvde gelisim
oranini diisiirdiigii belirtilmistir. 0,025 ve 0,05 mM kumarine maruz kalan fidelerde,
net nitrat alim miktar1 6nemli 6l¢iide uyarilmis ancak 0,1 ve 1 mM'de azalmistir. 0,05
mM kumarin uygulamasi, NOs igerigini belirgin bir sekilde arttirirken, 0,1-1 mM
arahiginda uygulanan kumarin NOj igerigini azalmistir. Amonyum (NH;') seviyesi
ise 0,025 ila 0,1 mM arasinda azaldigi, 1 mM'de yiikseldigi aciklanmistir. NR
aktiviteleri yiliksek kumarin konsantrasyonunda bastirilmis, GS seviyeleri 0,05
mM'de arttmisken, 1 mM’de azaldigi rapor edilmistir. En yiiksek kumarin

konsantrasyonunda, GDH faaliyetlerinin koklerde engellendigi belirtilmistir.

Li ve Gao 2011°de yaptiklar1 ¢calismada kumarin tiirevi 4-metilumbelliferon'un (4-
MU) Arabidopsis thaliana'daki birincil kok Dbiiylimesini azaltarak tohum
cimlenmesini engelledigini belirtmislerdir. Bununla birlikte, 4-MU muamelesi yanal

kok uzama ve yogunluga yol actigr aciklanmistir. 4-MU hipokotil olusumuna ve
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oksinini dagiliminda, katkida bulundugu goriilmiis ve 4-MU'nun, oksin ile kok
dallanmasimi incelemek icin faydali bir kimyasal arag gorevi yapacagini

onermislerdir.

Abenavoli ve dig. 2003’de yaptiklar1 ¢aligmada allelokimyasal bir bilesik olarak
tanimladiklar1 kumarini (1,2 benzopiron) Daucus carota lizerine uygulamislardir. Bu
bitki iizerindeki hiicre biiyiimesine ve nitrat alimina, amonyum ve karbonhidratlarin
kullanimi tizerine etkilerini incelemek i¢in bitki kiiltiirii olusturmuslardir. Kumarine
mikromolar seviyelerine maruz kalinmasi, 6zelikle ikinci giinden itibaren hiicre
biliylimesinin ciddi inhibisyonuna neden oldugu belirtilmis. 50 pmol / L kumarin
varlig1, hiicre kiiltliriinde serbest amino asitler ve amonyum birikimine neden olmus
ve glutamin sentetaz, glutamat dehidrojenaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve
fosfoenolpiruvat karboksilaz aktivitelerini uyardigi ve malat dehidrogenazin ayni
kosullar altinda inhibe edildigi agiklanmistir. Bu etkiler, protein katabolizmasinin
uyarilmasi ve/veya kumarin tarafindan indiiklenen protein biyosentezi ile miidahale
acisindan yorumlanmistir. Ayni sekilde bu arastirmacilar da kumarinin hiicre
dongiisliniin bir inhibitdrii olarak yaslanmayi tesvik eden madde olarak hareket

edebilecegini ongdrmiislerdir.

Abenavoli ve dig. 2004°de yaptiklar1 ¢alismada musir fidelerinde (Zea mays L. cv.
cecilia) kumarinin etkilerini incelemislerdir. Misir fideleri 6 giin siireyle hidroponik
bir kiiltiirde yetistirilmis ve daha sonra besleyici ¢ozeltiye kumarin (0, 25, 100 ve 400
uM'lik konsantrasyonlarda) eklenmistir. Kumarin kok uzunlugunu engellemis, ancak
etkileri kok tlirline gore degisiklik gostermistir. 1 ve 0,25 mM kumarin
konsantrasyonunun, radikal, seminal ve nodal kok uzunluklarini sirasiyla % 50
azaltmak icin yeterli oldugu belirtilmistir. En yliksek kumarin konsantrasyonunda,
kok bolgesinin en alt kismi sisme gostermistir. Ayrica, kumarin yari koklerin sayisini
ve dallanma yogunlugunu seminalde kok koklerinden daha fazla diisiirmiistiir. Bu
sonuclar ile bitkinin kumarine karsi: nodal> seminal> radikiil bitkinin kdklerinin

daha hassas oldugunu gostermistir.

Lupini ve dig. 2010’da yaptiklar1 ¢aligmada kumarinin ii¢ farkli misir primer kok
bolgesinde, gegis bolgesi ve iki biiyiimeyen bolgede kok uzama hizi iizerindeki

allelokimyasal etkilerini incelenmislerdir. Kok bolgelerindeki ATPaz aktivitesi, pH
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degisiklikleri ve hiicre zar1 potansiyelleri degerlendirilmistir. Sonucglara gore
kumarinin kok gegis bolgesinde kok uzama hizimi arttirdigi boylelikle ATPaz
aktivitesinin artmast ve proton miktarinin degisikligine, hiicre membran
potansiyelinin hiperpolarizasyonu ile izlenen gegici bir depolarizasyon olustugunu
rapor etmislerdir. Ayrica musir kokiinlin iki biiyimeyen kok bolgesinde belirgin
olmadigint aciklamiglardir. Birinci biiyiimeyen kok bdlgesinde kumarin
uygulamasinin  koék  biiyiime hizin1  degistirmedigi ancak bir membran
depolarizasyonuna neden oldugunu; ikinci biiyiimeyen kok bdlgesinde ise
cogunlukla allelokimyasala duyarsiz oldugunu belirtmislerdir. Bu veriler ile, misirin
birincil kok ucundan 20 mm'lik bir kesitte kumarine duyarli oldugunu, ancak daha
uzaktaki biiyiimeyen kok bolgesinde kumarin kaynakli fizyolojik degisikliklere

sebep olmadigini ileri stirmiiglerdir.

Al-Wakeel ve dig. 2013°de yaptiklar1 calismada Ayc¢iceginde (Helianthus annuus L.)
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich'in neden oldugu komiir ¢iirigi
hastaligina kars1 kumarin ve salisilik asit ile ii¢ farkli diizeyde (0,3, 1,0 ve 3,0 mM)
uygulama yapmislardir. Aycicegi cekirdeginin 0,3 mM kumarin veya 1,0 mM
salisilik asit ile hazirlanmasi, hastalik siddetinin azalmasina neden oldugunu ve sera
kosullarinda kok lezyonlarinin uzunlugunda yaklagik % 50 koruma ve % 80'den fazla

azalma sagladig1 belirtmislerdir.

Pergo ve dig. 2008’de yaptiklar1 ¢calismada dokuz farkli bitki ¢esidini; Bidens pilosa
L'ye karst fitotoksisite acisindan taramiglardir. 500 pM'lik  bir kumarin
konsantrasyonda Senna obtusifolia L., Euphorbia heterophylla L. ve Ipomoea
grandifolia L. bitkilerinin ¢imlenmesi ve biiyiimesi iizerinde ¢ok az etkili oldugu
belirtilmistir. Buna kars1 10-100 uM'lik bir kumarin konsantrasyonunda B. pilosa
L’da c¢imlenmesinin inhibe edildigini bulmuslardir. Caligmada, kumarinin

cimlenmeyi geciktiren bir sitotoksik ajan gibi davranidigi bulunmustur.

Saleh ve Madany (2015)’de bugday tohumlarinin tuzluluk stresine karst
dayanikliligini artirmak i¢in  kumarinin  potansiyelini aragtirmiglardir. Bugday
tohumlarini kumarin (50 ppm) ile kaplamislar ve daha sonra iki hafta boyunca farkl
NaCl seviyeleri (50, 100, 150 mM) altinda biiylitmiislerdir. Kumarin 6n muamelesi

ile ¢Oziinebilir sekerler ve prolin gibi ozmolitlerin birikiminden dolayi, kumarin
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muamele edilmemis fidelere nazaran tuzluluk altindaki bugday fidelerinin
biiylidiigiinii gézlemlemislerdir. Ayrica, kumarin uygulamasinin tuz stresi altindaki

bitkilerin siirgiinlerinde K'/Na" oranini belirgin sekilde arttirdig1 bulunmustur.

Saleh ve Abu El-Soud 2015°de yaptiklar1 arastirmada kumarinin gibberellin gibi
davranip davranmadigi hakkinda veriler sunmuglardir. Deneylerini, gibberellin
biyosentez inhibitorii paklobutrazol (P) ile kombinasyon halinde farkli zaman
araliklar1 icinde ve farkli konsantrasyonlarda kumarin ile muamele edilmis
endospermik  (embriyolarindan  ¢ikarilan) ve embriyonik bugdaylar ile
gerceklestirmislerdir. Sonuglar, kumarin ile muamele edilmis aleuron katmani
hiicrelerinde amilaz sentezi ve sekresyonun uyarilmasina neden oldugunu
gostermistir. Paklobutrazolun ise sentezi etkilemedigi belirtilmistir. Bununla birlikte,
bugday tohumlarmin ¢imlenme ylizdesi ve fide biiylimesi konsantrasyona bagli
olarak kumarin tarafindan engellendigi bulunmustur. Bu ¢alisma, kumarinin
gibberellin benzeri bir etkiye sahip oldugunu ve ¢imlenme asamasinda ve fidan

olusumunda etkili oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Asif 2015°de yaptig1 arastirmada insan sagligi agisindan kumarin ve tilirevlerini
degerlendirmistir. Baz1 dogal kumarinlerin etnofarmakolojik ve biyolojik 6zellikleri
arastirilmistir. Kumarinler, furanokumarinler (psoralen) ve ksantotoksinin varligi ile
anti-inflamatuar, antimikrobik, Oksiirik ve soguk alginligi ve anti-artrit 6zelligi
gostermistir. Angelica archangelica'dan elde edilen basit bir kumarin olan osthol,
ligand-reseptor etkilesimleri ve reseptor aracili hiicre i¢i serbest kalsiyum
konsantrasyonlar1 ile ilgili arastirmalar i¢in yararl bir bilesik oldugu agiklanmistir.
Kumarinlerin, dogal biyolojik kontrollii antipatojenik bilesikler olarak bitkiler i¢in ve
hiperproliferatif cilt hastaliklarina karsi ilag olarak insanlar igin yararli olabilecegi

belirtilmistir.

Araniti ve dig. (2015) yaptiklar1 caligmada yabani otlar1 Sldiiriicii bilesiklerin
arastirilmasinda {i¢ sentetik kumarinin  tlirevinin Amaranthus retroflexus ve
Echinochloa crus'in ¢cimlenmesi ve kok gelisimi lizerindeki etkilerini incelemislerdir.
Ayrica sentetik kumarinlerin muhtemel fizyolojik etkilerini belirlemek i¢in
Arabidopsis thaliana model tiirlerinde deneye dahil etmislerdir. Sentezledikleri tiim

kumarin tiirevleri her iki yabanci tohum ¢imlenmesini ve kok gelisimini etkilemistir.
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Sentetik kumarinlerin yabanci ot ¢imlenmesine etkisinin, 50-115 pM arasinda
degisen EDS50 degerlerinde oldugu belirtilmistir. Sentetik kumarinlerin tiimii
Arabidopsis strgiiniinde ve kok gelisiminde kuvvetli bir fitotoksik potansiyele sahip
olup, taze agirlikta (ED50 degerleri < 60 pM) giiglii bir azalmaya neden olmus,
yaprak gelisimi ve pigment igeriginde de azalma meydana gelmistir. Ayrica, kdk
gelisiminde (ED50 degerleri < 170 uM) gii¢lii bir degisiklige ve kdk u¢ anatomisinde
morfolojik degisimlere neden olmustur. Sonuglar birlikte ele alindiginda, bu

bilesiklerin umut verici potansiyel herbisit etkinliginin olabilecegi vurgulanmistir.

Niro ve dig. 2016’da yaptiklar1 ¢aligmada, farkli dozlardaki kumarinin (0, 100, 200,
300 mg kg-1 kuru toprak) bir yabani ot (yulaf yulafi), ekin (bugday) ve mikrobik
topluluk iizerindeki etkilerini dogal toprak kosullarinda incelemislerdir. Sonuglar,
kumarinin siirdiiriilebilir tarimda ©6nemli bir potansiyele sahip dogal herbisit
oldugunu ve en iyi hasar-fayda oraminin 100-150 mg kg™ kuru toprak arahigindaki

dozlarda gézlemledigini ortaya koymaktadir.

Grana ve dig. (2017) yaptiklar1 arastirmada kumarin grubuna ait dogal bir bilesik
olan skopoletinin etki mekanizmas1 ve fitotoksik potansiyelini ayrintili olarak
degerlendirmislerdir. Isik ve elektron mikroskopisi ile yapilan analizler ile hiicre
ceper deformasyonlari, ¢ok c¢ekirdekli hiicreler, anormal ¢ekirdekler ve doku
diizensizligi gibi koklerde hiicre ve doku anormallikleri gostermistir. Dogal bilesik
skopoletin ve auxin herbisidi 2,4-D'nin yapisal benzerliklerini arastirmiglar ve
skopoletinin  Arabidopsis koklerine auxin herbisidi 2,4-D gibi davrandigini

bulmuslardir.

Saleh ve Kebeish 2017°de yaptiklar1 aragtirmada kumarin ve tiirevlerinin hiicresel,
doku ve organ seviyeleri tlizerinde g¢esitli fizyolojik etkileri sahip oldugunu
gostermislerdir. Bu calismada kumarinin hormonal benzeri davranislarla ilgili ve
fitormonlarin aktivitesi ile olan etkilesimi hakkinda aragtirma yapmislardir. Ayrica
kumarinin bugday tohumlarimin aleuron katmanlarinda redoks homeostazina etkisi
arastirilmistir. Aleuron katmanlari, tek basina ve 5 uM abscisik asit (ABA) ile ayrica
1000 uM kumarin ve 5 uM gibberelik asit (GA3) i¢inde inkiibe edilmistir. Sonuglar
hem kumarin hem de GA3 uygulamalarinin a-amilaz iiretimini indiikledigini, ancak

stiperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerini inhibe ettigini
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ortaya koymustur. Kumarin ve GA3 tarafindan antioksidan enzimlerin
downregiilasyonu hem H,O, hem de malondialdehitin 6nemli birikimine sebep
olmustur. Bu ¢aligma ile kumarinin gibberellin benzeri aktivitesi gosterebilecegi

belirtilmistir.

Lupini ve dig. 2014°de yaptiklar1 ¢aligmada kumarinin, bitki-bitki etkilesimleri ve
iletisiminde anahtar rol oynayan olduk¢a aktif bir allelopatik bilesik olarak
tanimlamiglardir. Kumarinler kok biiyiimesini ve bir¢ok tlirlin  gelisimini
etkilemektedir, ancak etki tarzi heniiz acikliga kavusmamistir. Oksinin kok sistemi
tizerindeki kumarin kaynakli etkilere aracilik edebilecegi hipotezini ileri
stirmiislerdir. Arabidopsis thaliana'da kok sisteminin gelistirilmesinde kumarin ve
oksin arasindaki etkilesim arastirilmistir. Ayrica, kumarin ilavesi, yanal kok
olusumunun inhibisyonuna neden olan iki oksin transport inhibitorii olan TIBA ve
NPA'nin olumsuz etkilerini artirmistir. Bu sonuglar, 4. thaliana'daki kok gelisiminde

kumarin ve oksinin arasinda fonksiyonel bir etkilesim oldugunu ortaya koymustur.

Tasdemir ve dig. 2017°de yaptiklar1 calismada sicanlarda lipid diistirme etkisi
acisindan kumarin ve bazi kumarin tiirevlerini (esculetin, skoparon ve 4-
metilumbelliferon) aragtirmiglardir. Deney grubuna 12 saatlik araliklarla kumarin ve
kumarin tiirevleri eskiimin (35 mg / kg), skoparon (35 mg / kg), 4-metilumbelliferon
(35 mg / kg) veya kumarin (30 mg / kg) uygulanmistir. Hayvanlar, toksik CCls dozu
verilmeden o©nce esculetin, scoparone veya 4-methylumbelliferone tiirevlerini
kullanmislardir. CCl4 ile muamele edilen grupta serum total kolesterol (TK),
trigliserid (TG), ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol (VLDL-C) ve diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-C) degerleri anlamli olarak artmistir, (p
<0,05, p < 0,01, p <0,01 ve p <0,05), serum HDL-K diizeyleri diismiistiir (p <0,01).

Born ve dig., (2003) ve Demiralay (2005) yaptiklar1 arastirmalarda kumarin tiirevi
olan kalanolidin HIV viriisiine kars1 inhibitor olarak kullanildigini, bir bagka kumarin
tirevi olan clemincosin A.’nin, tiimorleri durdurucu etkiye sahip oldugu
bulmuslardir. Amino kumarinler ve bazi kumarin tiirevlerinin antibakteriyel etkisi ve

biyolojik aktivitesi oldugunu saptamislardir.

Traykova ve Kostova, 2005°de ve Wu ve dig., 2007°de yaptiklar1 arastirmalarda

kumarinin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda ve bunlarin siipiiriilmesinde rol
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alarak, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar1 kontrol altina aldiklarini
belirtmislerdir. Kumarinin ayrica DNA onariminda, hasar gérmiis SOD, CAT, GPx
enzimlerinin aktivitelerinin diizenlenmesinde, immiin savunmada yer alan kinon
oksirediiktaz, glutatyon- s transferaz, glutatyon sentetaz gibi enzimlerin aktivitesini
arttrmada ve ksantin oksidaz enziminin aktvitesini diistirerek, O,  iiretimini

azaltmada rol oynadigini rapor etmislerdir.

Turan 2005’de yaptig1 calismada fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerini; lipit
koklerini kararl bilesikler haline doniistiirerek zincir tepkimesini kirarak gosterdigini
belirtmistir. Doga icinde genis bir sekilde yayilmis olan fenolik bilesenlerin
antioksidan aktivitelerinin, bunlarin konjuge olmus halka yapilar1 ve hidroksil
gruplartyla ilgili oldugunu ileri siiriilmiistiir. Orto- veya para- pozisyonunda ikinci bir
hidroksil grubunun bulunmasinin ek rezonans stabilizasyonu ve o-kinon veya p-

kinon olusumundan dolay1 antioksidan aktiviteyi artirdig: bildirilmistir.

Traykova ve Kostova 2005°de yaptiklar1 ¢aligmada kumarin tiirevlerinin antioksidan
ozelliklerinin iskelet yapilarina gore degiskenlik gosterdiklerini belirtmislerdir.
Antioksidan aktivite Ozelikleri flavonoid halkasindaki -OH gruplarmnin varliginda
artarken, -OCH3 gruplarinin varliginda azaldigin1 belirlemislerdir. Kumarin
alimindan sonra lipit peroksidasyonunun, MDA miktarinin azaldig1 da gézlenmistir.
3-hidroksikumarin, 3-asetilaminokumarin , 3-aminokumarin, ve 3-kumarin karbonik
asit ile ¢alisildiginda fonksiyonel gruplarina goére tiim kumarin tiirevlerinin de MDA

miktarinda azalma sagladiklar1 belirtmislerdir.

Rodriguez ve dig. 2011°de hidroksikumarin gibi fenolik bilesiklerin antioksidan
etkisi, o bilesikte bulunan -OH gruplarinin varligina, yer aldig1 konuma ve halkadaki
konjugasyon ve rezonans etkisine bagli oldugunu belirtmislerdir. Bu tiir fenolik
bilesiklerin eslesmemis elektrona sahip serbest radikale kendi He atomunu aktararak,

serbest radikalleri ortamdan uzaklastirdigini rapor etmislerdir.

Lin ve dig. (2011) ve Traykova ve Kostova (2005) yaptiklar1 ¢alismada
dihidroksikumarinlerin monohidroksikumarinlere gore daha iyi antioksidan aktivite
gosterdiklerini belirtmislerdir. -OH gruplarinin pozisyonunun da énemli oladugunu,
-OH gruplarinin kumarinin iskelet yapisinda, C6 ve C7’de yer almasinin o kumarinin

mantar kaynakli tirozinaz enzimini inhibe etmesinde dnemli bir role sahip oldugu
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bulundugunu agiklamislardir. 6,7-dihidroksi-4-metilkumarin bilesiginin de ¢ok iyi bir
radikal giderici oldugunu bulmuslardir. Dihidroksikumarinde eger iki -OH grubu
orto pozisyonda yer aliyorsa, o kumarinin O,” ve ROO’ radikallerini gidererek lipit
peroksidasyonunu engelledigi gozlenirken, Fe’* iyonunun varliginda bu bilesigin
OH" {retimine yardim ettigi ve dolayisiyla bir oksidan olarak davrandigini
gozlemislerdir. Dolayisiyla kumarinlerin yapisina ve oksidatif stresin kaynagina
bakarak, kumarinlerin hem antioksidan olarak hem de oksidan olarak rol oynadigi

rapor etmiglerdir.

Ferguson ve dig., 1985°de ve Sanyal ve dig., 1997°de yaptiklar1 arastirmalarda
tannik asit, kumarin, vanilin, kafein ve sinnamik aldehit gibi fenolik bilesiklerin

memeli hiicrelerinde mutajenik etkilerinin oldugunu bildirmislerdir.

Stopper ve dig. 2005’de yaptiklar1 ¢alismada fenolik bilesiklerin yiiksek dozlardaki
genotoksik etkilerini DNA interkalasyonu, DNA topoizomeraz II hasari, serbest
radikal iiretimi ve anahtar enzimlerin inhibisyonu gibi mekanizmalarla

gerceklestirdigini rapor etmislerdir.

Hopa 2010’da yaptig1 ¢alismada biyolojik aktivite potansiyeli yiiksek bir¢ok tiireve
sahip yeni kumarin tiirevleri ve su an ila¢ sanayiinde kullanilan ve insanlar tarafindan
kolay ulasilabilen etken maddesi varfarin sodyum kumarin tiirevi olan ilaci; insan
eritrositlerindeki G6PD enziminin aktivitesi lizerindeki inhibisyon veya aktivasyon
tizerine olan etkilerini incelemislerdir. Bulduklar1 sonuglara gore yeni kumarin

tiirevlerinin G6PD enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosterdiklerini belirtmislerdir.

Danis (2003) ve Greaves (2005) yaptiklar arastirmalarda kumarinlerin K vitamini
dongiisiinden sorumlu olan vitamin K epoksit rediiktaz enzimini inhibe ettigini rapor
etmislerdir. Mueller (2004) kumarin tedavisinin tekrarlanan ven6z tromboemboliyi

onlemede % 90’1n iizerinde etkili oldugunu gostermistir.

Verilen bilgilerden de anlagilacagi gibi, bitkisel kaynakli metabolitlerin ge¢misten
giiniimiize farkli amaglarla kullanildig1 goriilmektedir. Ozellikle yasamimizin hemen
her alanina girmis ve farkli biyolojik aktiviteye sahip sekonder bilesikler bir¢cok
bitkiye kars1 allelopatik etki gosterirken (Kobayashi ve dig., 2008; Mutlu ve Atici,

2009) bunun yani sira bazi organizmalara kars1 da antioksidan (Gkinis ve dig., 2010;
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Giilliice ve dig., 2007), antibakteriyel (Gtilliice ve dig., 2007; Shafaghat, 2011),
nematod Oldiiriicii (Ntalli ve dig., 2010) ve repellent (kovucu) (Kim ve dig., 2010)
etki olusturabilmektedir. Model canli olarak Okaryotik bitkilerin secilmesi, toksik
dozlarin miktarmi belirlemenin yani1 sira, sitotoksisite, genotoksisite ve cesitli

fizyolojik parametrelerin dl¢iilmesini kolaylastiracaktir.

Her ne kadar herbisit, insektisit ve fungisit gibi ekolojik rollere sahip olduklari
diistintilen bu allelokimyasallara karsi insanoglunun ilgisi, sentetik pestisitlerin
olumsuz etkilerine bagl olarak artmigsa da (Sampietro ve dig., 2009) 6zellikle bu tiir
bitkilerden elde edilen bu dogal bilesiklerin etki ettigi organizmanin genetik
yapisinda nasil bir hasar meydana getirdikleri tam olarak bilinmemektedir. Ancak
sentetik herbisitlerin sebep oldugu gibi kalici hasarlarla karsilasmamak i¢in bu
amacla kullanilacak allelopatik etkiye sahip kimyasallarin etki mekanizmalarinin

arastirilip agikliga kavusturulmasi gerekmektedir.

Yogun ve bilingsiz bir sekilde kullanilan kimyasallarin yararlarindan ziyade insanlar
ve diger hayvanlar icin pek c¢ok potansiyel zarar olusturdugu bilinmektedir. Bu
kimyasallar ekolojik sistem i¢inde Once hava, su ve topraga gecerek oradan da
buralarda hayatlarini siirdiiren diger canlilar etkilemekte ve doniisiime ugramaktadir.
Cevreye salinan kimya maddelerin etkisi kisa ya da uzun siireli ve gegici ya da kalici
olabilir. Bunlarin ayrica ekonomik, sosyal ve cevresel zararlar1 da olacaktir.
Kimyasallarin kolaylikla biyolojik ayrismaya ugramayan yapisi, uygulandiklar1 ve
tagindiklart ¢evrede direncli olarak kalmalarina neden olur. Bu bazen g¢esitli
hastaliklar1 kontrol etmede avantaj olarak algilansa bile, kimyasal maddelerin
cevrenin diger kisimlarina c¢esitli zararlart  bulunmaktadir. Bu bize kimyasal
maddelerin olumlu olarak etkiledigi organizmalarin disindaki diger canlilara ve

cevreye olumsuz etkilerinin oldugu gercegini unutmamiz gerektigini hatirlatir.

Bitkide savunma eleman1 olarak kullanilan ve allelopatik etkiye sahip olan bu
bilesiklerin, giiniimiizde tarim, gida, kozmetik, tip gibi bircok alanda aktif olarak
kullanimlari, etki mekanizmalarinin ag¢iklanmasmni  gerektirmistir. Sekonder
bilesiklerin allelopatik ve toksik etkilerinin tam olarak anlasilmasi i¢in sitolojik,
genetik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin beraber yiiriitiilmesinde fayda vardir.

Bu calismada bitkilerde sekonder bilesik olan kumarinin etkisinin L.culinaris
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izerinde olusturacag sitotoksik, biyokimyasal ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi
saglayacagindan daha sonra yapilacak arastirmalar icin O6nemli bir veri kaynagi
olusturacaktir. Bu ¢alismada, kumarin maddesinin model organizma olarak secilen
L. culinaris Medik. iizerindeki etki mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi amaglandi.
Bunu gergeklestirmek icin hiicre boliinme frekansini yansitan ve biiyiime gelisme
oranini belirlemede 6nemli bir parametre olarak kullanilan MI testi (Gonen, 2007) ve
kromozom anormaliklerinin belirlenmesi sitolojik 6l¢iimler i¢in kullanildi. Genetik
toksikoloji 6l¢iimleri i¢in, son zamanlarda sik¢a kullanilan RAPD teknigi (Cenkgi ve
dig., 2009; Pamidimarri ve dig., 2009; Kanchanaketu ve dig., 2012) kumarinin neden
olduklar1 genetiksel degisimleri belirlemek ic¢in kullanildi. Farkli kimyasallarla
muamele sonucunda bitki genotipinde polimorfizm meydana gelebilecegi icin RAPD
teknigi ile polimorfizm oranlariyla genomik kararliliklart 6l¢iildi. Genotoksik
kimyasallarin etkilerinin direk olarak DNA’dan O0lgiilmesinin avantaji; yiiksek
duyarlilik ve toksik kimyasallara yanitin kisa siirede olmasidir. Ayrica orneklerin
¢cozlinlir protein konsantrasyonlar1 ile SDS-PAGE profilleri de belirlendi. Ayrica
MDA, Prolin ve H,O, miktarlar1 6l¢iildii. Alfa amilaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz
enziminin aktivitelerine bakildi. Katalaz, Cu/Zn SOD ve Mn SOD genlerinin mRNA
ekspresyon diizeyleri RT-PCR kullanilarak belirlendi.
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez calismasinda, Eskisehir Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden
mercimek (L. culinaris medik cv. Sultan) tohumlar: ticari olarak temin edildi.
Kumarin ayrica ticari olarak satin alindi. Oncelikle probit analizi ile kumarinin
L.culinaris tizerindeki EC50 ve 2xEC50 degerleri belirlendi. EC50 ve 2xEC50
degerlerinin L.culinaris’de sitolojik incelemeler i¢in kok uzamasi, mitotik indeks,
cimlenme yiizdeleri, kromozom anormalikleri arastirildi. Biyokimyasal incelemeler
icin total protein miktarlarinda meydana gelen degisime, SDS-PAGE (Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ile protein bant profillerinin ve
molekiiler agirliklarinin degisimlerine bakildi. Alfa amilaz, katalaz ve siiperoksit
dismutaz enzimlerinin aktivelerindeki degisim ve MDA, prolin ve H,0,
miktarlariin degisimleri saptandi. Genotoksik incelemelerde EC50 ve 2xECS50
degerleri uygulanmis L.culinaris’de kok ucglarindan genomik DNA izolasyonu
yapildt ve RAPD-PZR yontemi ile polimorfizmin saptandi. Ayrica stresor
enzimlerinden katalaz, Cu/Zn SOD ve Mn SOD enzimlerinin RT-PZR uygulamalar1
ile mRNA ekspresyon seviyeleri belirlendi. Kumarin Hoagland ¢dzeltiside de

¢oziilerek sivi formda kullanildi.
3.1. Bitkisel Materyalinin ve Etken Maddenin Eldesi

Bitkisel materyal olarak segilen L. culinaris Medik. cv. Sultan tohumlart ticari olarak
Eskigehir Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisii'nden temin edildi. Kumarin

kat1 halde ticari olarak (Sigma) temin edildi.
3.2. EC50 Belirleme

Kumarinin farkli konsantrasyonlarinin L.culinaris izerinde, 72 saatlik EC50 degeri,
probit analiz metodu uygulanarak hesaplandi. Kumarin Hoagland ile seyreltilerek
kullanildi. Seyreltme islemi, US EPA tarafindan onerildigi gibi en az 6 farkli ve
birbirlerinin katlar1 olan konsantrasyonlar hazirlanarak yapildi. Her bir etken

maddeden x/4, x/2, x, 2x, 4x, 8x konsantrasyonlarinin hazirlanmasi1 Hoagland besi
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yeri kullanilarak yapildi. Yirmiser adetlik gruplar halinde secilen tohumlar 6nce
%20’lik etil alkol ¢ozeltisinde 5 dakika, daha sonra %5'lik sodyum hipoklorit
cozeltisinde 5 dakika bekletilerek yiizeysel sterilizasyon yontemi (Ellis ve dig., 1988)
ile iizerlerine yapigsmis bakteri ve mantarlardan temizlenerek distile su ile yikandi.
20x14x6 cm boyutlarinda petri kaplari1 kullanildi. Petrilere alinan tohumlar 10 ml’lik
etken maddeler i¢inde konularak bir hafta boyunca en az ii¢ tekrarli olarak 6n
denemeler gerceklestirildi (Sekil 3.1). Kontrol olarak sadece Hoagland besi yerinde
cimlendirme yapildi. 0,5 cm ve iizerindeki kok wuclar1 ¢imlenmis olarak
degerlendirildi. EC50 degeri belirlendikten sonra, uygulama ¢ozeltileri olarak EC50
ve 2xEC50 olmak iizere iki farkli konsantrasyon kulllanilarak deneylere devam

edildi. Tiim deneyler {i¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.

Sekil 3.1. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris
tohumlarinda EC50 ve 2x EC50 degeri belirlenirken kurulan deney
diizenegi

Probit analiz yoOntemi, multidisipliner alanlarda doz-yanit deneylerinin ve iki
degiskenli deneylerin analizi icin kullanilan bir regresyon tiiriidiir. Probit tablolar1
olusturularak, probit formiilii ile veya SPSS istatistik analiz programlar1 araciligiyla
hesaplanabilir (Vincent, 2010).

Zehir-0lim etkisinin aragtirildigi calismalarda %350 Oliimle sonuglanan uyarict
seviyesinin degerli bir istatistik oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu etki diizeyine LD50
(deney materyalinin yarisin1 Oldiiren) denilmistir. Uyaricinin seviyesinin Oliime

neden olup olmadigr deneylerde EC50 (%50’sini etkileyen seviye) tanimlamasi
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yapitlmistir (Finney, 1971). Probit analizi, SPSS istatistik programi igerisinde
calistinlmaktadir. Veri girigleri % inhibisyon, tohum sayis1 kullanilan
konsantrasyonlar gibi verilerle olmaktadir. Program; girilen veri tiiriinii istatistiksel

olarak hesaplayip, % 1 den % 99’a kadar etkin konsantrasyonu tahmin etmektedir.

Program ciktisina ait 6rnek EK 1°de gosterildi.
3.3. Sitolojik Analizler
3.3.1. Cimlenme yiizdesi ve kok uzunluklar: degerleri

Calismamizda 24, 48 ve 72 saat muamele edilen L.culinaris tohumlarinin kumarinin
farkli konsantrasyonlar1 ile muamelesi sonucunda, ¢imlenme yiizdesindeki degisime
gore kok uzunluklarina ait ortalama ve standart hata degerleri hesaplandi. SPSS 18
programinda yapilan istatistik analizleri ile sonuglar degerlendirildi. Tiim deneyler ti¢

tekrarlt olarak gerceklestirildi
3.3.2. Mitotik indeks ve kromozom anormalliginin belirlenmesi

Kumarin uygulamasi sonrasinda gelisen kok uclarindan 1-2 cm uzunlugunda kesilen
ornekler Carnoy fiksatifine (3 birim % 95’ lik etil alkol:1 birim glasiyal asetik asit)
alinarak 24 saat +4°C'de bekletildi. Bu islem sonunda kokler % 70’ lik etil alkol
icerisine alinarak kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C'de muhafaza edildi. Biitiin
kok uglart ayni giin sabah saat 8:30°da alindi. Mitoz boéliinmenin incelenmesi
amaciyla %2’lik aseto-orsein ile ezme preparasyon yapildi. Meristem dokusu
hiicrelerinin ayrilip kolay goriintiilenebilmesi i¢in hidroliz islemi uygulandi. %70’lik
etil alkol igerisinden alinan kok uclart 1 N HCI’ de saat caminda, bek aleviyle
hidroliz edildi. Boyama igin stok olarak hazirlanmis olan %?2'lik aseto-orsein yari
yartya seyreltilerek kullanildi. %1'lik boyanin kullanimindan 6nce ornekler 9:1
(aseto-orsein:HCI) oraninda 1 N HCI bulunan saat camina alindi. Bunun amaci, saat
camut igerisinde ve bek alevinin iizerinde boyama yapilirken, ayni zamanda hidrolizi
de saglamaktir. Saat cami igerisinde boyanmis ve hidroliz edilmis olan kokler lam
lizerine alinarak %1'lik aseto-orseinle tekrar boyanarak biraz bekletildi. Uzerine
lamel kapatilarak ezme-yayma preparat teknigi uygulandi. Sitolojik incelemelerde
bilgisayara goriintii aktarma ve floresans atagmanina sahip olan Olympus BXS51
marka arastirma mikroskobu kullanildi. Hazirlanan ezme preparatlarin her birinden

en az 5000’er hiicre sayilarak, mitotik indeks hesaplandi (Denklem 3.1). Boliinen
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hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina boliinerek 100 ile carpilmasiyla mitotik indeks

yiizdesi belirlendi;
Mitotik indeks (%) =(Boliinen Hiicre Sayisi)/(Toplam Hiicre Sayisi) X100 (3.1.)

Mitoz bdoliinmenin degisik sathalarindaki hiicreler incelenerek; kromozomlardaki
anormallik ¢esitleri (mikronukleus, kalgin kromozom, kromozom ké&priileri, c-mitoz,
polarite, v.b.) ve frekanslar1 arastirildi. SPSS 18 programinda yapilan istatistik
analizleri ile sonucglar degerlendirildi. Tim deneyler {i¢ tekrarli olarak

gerceklestirildi.
3.4. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler, toplam protein analizi, SDS- PAGE tayini, prolin, lipid
peroksidasyonunun 6lgiilmesi, hidrojen peroksit tayini, o- amilaz, katalaz ve
siiperoksit dismutaz aktivitelerinin Olgiilmesi olarak gerceklestirildi. Deney
sonuglarinin belirlenmesi i¢in 3 biyolojik 6l¢iim alindi. Sonuglar belirlendikten sonra
deney gruplar1 arasindaki farkliligin istatistiksel analizi, SPSS 18.0 programinda
ANOVA testi ile yapildu.

3.4.1. Toplam protein analizi
3.4.1.1. Reaktif hazirlanmasi

50 mg coomassie brilliant blue G-250, 25 mL % 95’lik etanolde ¢6ziildii. Daha sonra
50 mL orto fosforik asit eklendi. Son hacim saf suyla 500 mL’ ye tamamlandi.

Cozelti filtre kagidiyla siiziilerek kullanima hazirlandi.
3.4.1.2. Protein standardinin hazirlanmasi

Mercimek tohumlarinin protein icerigi Bradford’a (1976) gore gerceklestirildi. Buna
gore stok ¢ozelti Bovine Serum Albumin (BSA)’den hazirlandi. Bu amagla 4
mg/mL’ lik stok ampul BSA’ dan 0,4, 0,8 mg/mL, 1,6 mg/mL, 2,4 mg/mL, 3,2
mg/mL ve 4 mg/mL alinarak deney tiiplerine aktarild1 (Tablo 3.1). Hacim 100 pL
oluncaya kadar PBS (Phosphate Buffered Saline) tampon ¢dzeltisi ilave edildi.
Deney tiiplerinin iizerine 5’ er mL coomassie brillant blue G-250 eklendi. Karigim

vortekslendikten 10 dakika sonra spektrofotometrede 595 nm’ de kore karsi okundu
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(Tablo 3.2). Kor ¢ozelti tek kullanimlik protein kiivetinde, kiivete PBS konularak
hazirlandi. Okunan absorbans degerlerinden protein standart grafigi olusturuldu
(Sekil 3.2). Dogrunun denklemi y= 0,103x-0,0152, regresyon katsayis1 R*> =
0,9956°dur.

Tablo 3.1. Protein standardi olusturma diizenegi

Tiip no BSA Tampon cozelti Reaktif
1. 0,4 mg/mL 90 ul 5 ml
2 0,8 mg/mL 80 ul 5ml
3 1,6 mg/mL 60 ul 5 ml
4. 2,4 mg/mL 40 pl 5 ml
5 3,2 mg/mL 20 ul 5 ml
6 4 mg/mL 0l 5 ml

Tablo 3.2 Protein konsantrasyon ve absorbans degerleri

Tip no Protein konsantrasyonu Absorbans
1. 0,4 mg/mL 0,036
2 0,8 mg/mL 0,059
3 1,6 mg/mL 0,151
4. 2,4 mg/mL 0,23
5 3,2 mg/mL 0,302
6 4 mg/mL 0,408
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Sekil 3.2. Konsantrasyonlar1 bilinen BSA c¢ozeltilerinin 595 nm dalga
boyundaki absorbans degerlerine gore ¢izilen standart grafik

3.4.1.3. Bitki orneklerinin spektrofotometrede protein iceriklerinin dl¢iilmesi

48-72 saat siiresince kumarin uygulanmis mercimek tohumlarindan 0,5-0,6 gramlik
tohum Ornekleri tartilarak lizerine protein izolasyon tamponu (Tablo 3.3) konuldu.
Homojenize edilmis bitki drnekleri 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi.
Tiipler 15 dakika 70°C’de inkiibasyonu yapildiktan sonra maksimum hizda +4°C’de
10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant 1,5 ml’lik steril bir mikrosantrifiij tiipline
aktarildi ve elde edilen bu protein Ornekleri -20°C’de saklandi. Analizler igin
tohumdan izole edilen protein 6rnekleri -20° C’ den alindiktan sonra buz lizerine
konuldu. Uygulama gruplar1 ve kontrol grubu icin ayr1 olarak kullanilan kuvartz
kiivete 100 pl protein Grnegi ve protein reagent brilliant blue G-250’den 3 ml
cklendi. Hazirlanan ornekler 10 dakika bekletildikten sonra 595nm’ de olgiim
yapildi. Bulunan absorbans degerleri standart grafikte yerlerine konularak tohum
ekstrakti igerisindeki protein miktart hesaplandi. Tiim deneyler {i¢ tekrarlamali olarak

gerceklestirildi.

Tablo 3.3. Toplam protein izolasyon tamponunun igerigi

Toplam Protein Izolasyon 56 mM NaCO;, 56 mM 2-
Tamponu (10 ml) merkaptoethanol, 2mM EDTA, %12
Sukroz,% 2 SDS
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3.4.2. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

SDS-PAGE i¢in ayirma ve yiikleme jelleri olarak iki farkl jel kullanild1 (Laemmli,
1970). %12°lik ayirma jeli poliakrilamid jel Tablo 3.4’deki gibi hazirlandi. Uzerine
%4 lik 6n aywma poliakrilamid jel hazirlanip (Tablo 3.4) dokiildii. Dokme
isleminden sonra jelde orneklerin yiiklenebilecegi bosluklar olusturmak amaciyla
tarak yerlestirildi ve 1 saat bekletildi. Jel donduktan sonra tarak ¢ikarildi ve iki cam
arasindaki jel elektroforez tankina yerlestirildi. Analiz i¢in 48 ve 72 saatlik kumarin
uygulamasi sonucunda mercimek tohumundan izole edilen protein Ornekleri -
20°C’den alindiktan sonra buz iizerine konularak steril distile su ile 1:10 oraninda
sulandirildi ve Ttzerlerine 3 pl yiikleme boyast konuldu. 1,5 ml lik santrifiij
tiiplerindeki o6rnekler 100° C’ deki 1sitic1 blok i¢inde 5 dakika siireyle bekletildi ve
buz {lizerine alindi. Bu siirenin sonunda protein Ornekleri yilikleme jelindeki
kuyucuklara yiiklendi. Belirte¢ olarak Thermo Unstained Protein MW marker
kullanild1. Jelin yiiriimesi i¢in gii¢ kaynagi 180 V ve 55 dakika olarak ayarlandi.
Yirtime islemi sonlandirildiktan sonra jel fiksasyon c¢ozeltisinde tutularak
proteinlerin jele iyice yapismasi saglandi. Jel, boyama ¢ozeltisine alindi1 ve bir gece
boyunca ¢alkalanarak bekletildi. Gece boyunca boyanan jeldeki boyama c¢ozeltisi
dokiilerek jel 1 saat boyunca yikama (Tablo 3.4) ¢ozeltisinde c¢alkalandi. Yikama
islemi sona erdikten sonra jel {lzerindeki bantlarin molekiiler agirliklarinin
hesaplanmasi i¢in jelin jel goriintiileme cihazi ile fotografi ¢ekildi. Daha sonra bu jel
saf su i¢inde +4°C’de buzdolabinda saklandi. Tiim deneyler {i¢ tekrarlamali olarak

gerceklestirildi.
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Tablo 3.4. SDS-PAGE i¢in kullanilan ¢dzeltilerin igerigi ve hazirlanisi

Cozelti icerik ve hazirlamisi

1.5 M Tris Tamponu (pH 8.8) (100 18,16 g tris base 100 ml’ye distile su ile
ml) tamamlandi. Filtre kagidi ile filtre edildi.
Otoklavland1 ve oda sicakliginda saklandi

1 M Tris Tamponu (pH 6.8) (100 ml) 12,11 g tris base 100 ml’ye distile su ile
tamamlandi. Filtre kagidi ile filtre edildi.
Otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

%10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) 5 g SDS distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

(50 ml) Oda sicakliginda karanlikta saklandi.

%10 APS (Amonyumpersiilfat) 0,1 g APS distile su ile 1 mI’ye tamamlandi.
(1 ml) Kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.
%12 Ayirma jeli (10 ml) 2,3 ml distile su, 5 ml Akrilamid/ Bis

akrilamid(%30), 2,5 ml 1.5 M Tris (pH 8.8),
100 pl %10 SDS, 100 pl %10 APS, 4 ul
TEMED
% 4 Yiikleme jeli (5 ml) 3,4 ml distile su, 830 ul Akrilamid/Bis
akrilamid (%30), 630 ul 1 M Tris (pH 6.8),
50 ul %10 SDS, 50 pl %10 APS, 5 ul
TEMED
5 X Kosturma tamponu (pH 8.3) 3,75 g tris base, 18 g glisin, 5 g SDS distile

(250 ml) su ile 250 ml’ye tamamlandi. +4 °C’de
saklandi
Boyama ¢ozeltisi ( 1 L) 1 g coomassie brillant blue, 500 ml metanol,

100 ml glasial asetik asit distile su ile
1 litreye tamamlandi. Filtre kagidiyla
stiziildii. Karanlikta oda sicakliginda

saklandu.
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3.4.3. Prolin tayini

Prolin igerigi Bates ve arkadaslar1 (1973) tarafindan belirlenen metoda gore
spektrofotometrede absorbansin Olgiilmesiyle tayin edildi. 72 saatlik kumarin
uygulanmig mercimek koklerinden 0,2°ser gr alinip sivi azotta ezildi. % 3’lik
stilfosalisilik asit solusyonunda homojenize edilip 14 000g de 5 dk santrifiijlendi.
Stipernatant alinip iizerine 0,2 ml asit ninhidrin (Asit ninhidrin ¢6zeltisinin
hazirlanisi: 1.25 g ninhidrinle 30 ml glasiyel asetik asit ve 20 ml 6 M fosforik asidin
birbiri i¢inde ¢oziillene kadar calkalanmasiyla hazirlandi) eklendi. 24 saat duragan
kalan bilesen sogukta +4 °C’de buzdolabinda korundu ve 0,2 ml glasiyal asetik asit
ve 0,1ml siilfosalisilik asit eklenerek 96 °C’de 1 saat bekletildi ve daha sonra buz
banyosuna transfer edilerek, drnekler soguyuncaya kadar tutuldu. Orneklerin iizerine
1 ml toluen eklenerek vorteksle 20 sn karigtirildi. Elde edilmek istenen absorbans
degerleri  ultraviyole  spektrofotometresinde  (Shimadzu UV mini-1240
spectrophotometer) 520 nm dalga boyunda okundu. Prolin konsantrasyonu prolin
standart egrisi olusturularak umol/g taze agirlik olarak hesaplandi. 5, 10, 15, 20, 25,
30 pg/ml prolin iceren standartlar hazirlanmistir (Sekil 3.3). Dogrunun denklemi y =
0,0388x - 0,0273 regresyon katsayist R* = 0,9951"diir.
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konsantrasyonu

Sekil 3.3. Prolin igeriginin belirlenmesinde kullanilan standart egri grafigi
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Sekil 3.3’de ¢izilen standart egri grafiginden prolin miktarlar1 hesaplandi.

[(ug prolin/ ml toluen) / 115,5umol] / [(g 6rnek) / 5)]= umol prolin/g materyalin taze
agirhig: (Bates ve dig., 1973).

3.4.4. Lipid peroksidasyonu

Orneklerdeki lipid peroksidasyonun 6l¢iimii, Ohkawa ve dig.’nin (1979) uyguladig
metoda gore malondialdehid (MDA) igeriginin Ol¢limii yapilarak saptandi. Bu
metoda gore lipid peroksidasyonunun son firiinii olarak MDA y1 kabul eden
tiyobarbiitirik asit testi (TBA) kullanildi. Bitkilerde lipid peroksidasyonu
malondialdehit (MDA) icerigi olarak ifade edilmistir. TBA reaksiyonu sonucu olusan
malondialdehid (MDA) igeriginin olusumu lipid peroksidasyonunun bir o6l¢iisii
olarak kabul edilmektedir. 0,2 gr’lik kok 6rnekleri s1v1 azot ile ezildi ve daha sonra 1
ml % 5 trikloroasetik asit (TCA) i¢inde siispanse edildi. Homojenatlar eppendorf
tilplerine transfer edildi ve oda sicakliginda 15 dakika boyunca 12000 rpm'de
santrifiij edildi. Yeni hazirlanan % 20 TCA iginde % 0,5 tiyobarbitiirik asit (TBA) ve
siipernatant esit hacimlerde eppendorf tiipleri i¢ine alindi ve 96° C'de 25 dakika
inkiibasyonu saglandi. Tiipler, inkiibasyondan sonra oda sicakligina ulasincaya
kadar buzda bekletildi ve daha sonra 5 dakika boyunca 10000 rpm'de santrifiije tabi
tutuldu. TBA (tiyobarbitiirik asit), MDA ile reaksiyona girerek asidik kirmizi bir
bilesik olusumuna sebep oldu. 532 ve 600 nm de siipernatantin absorbansi okundu,
600 nm deki spesifik olmayan absorbans c¢ikarildi. Kirmizi renkli MDA-TBA
kompleksinin miktarindan lipid peroksidasyon degisimleri hesaplandi, (e=155 mM"

'em™). Kor olarak % 20°lik TCA icinde % 0,5°lik TBA kullanildi.

1 ml ¢ozeltideki MDA (nmol/g): [(A532-A600)/155000] x 10° formiiliiyle
hesaplandi. Sonuglar MDA nmol/gram doku seklinde verildi (Ananieva ve dig.,
2002).

3.4.5. Hidrojen peroksit (H,0,) tayini

Hidrojen peroksit icerigi Jana ve Choudhuri (1981) tarafindan 6nerilen metoda gore
belirlendi. Uygulama gormiis ve kontrol olarak kullanilan mercimek bitkilerinin

kokleri 0,3 gr olarak tartilip 1,5 ml 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH 6.5)
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homojenize edildi ve 10000 g de 25 dk santrifiijlendi. C6zelti alind1 tizerine % 1°lik
titanium (IV) klorid (V/V) eklendi, vorteksle karistirildi ve 10 000 g de 15 dakika
santrifiijlendi. Siipernatantin 410 nm deki absorbansi Olciilerek hidrojen peroksit

konsantrasyonu standart grafiginden hesaplandi (Sekil 3.4).

0,7

o
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y =0,0092x + 0,0432
R?=0,99314

Absorbans ,410 nm

o o
= N

o
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Hidrojen Peroksit (uM/g)

Sekil 3.4. Hidrojen peroksit igeriginin belirlenmesinde kullanilan standart
grafigi

Hidrojen peroksit i¢eriginin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler
50 mM, pH 6,5 Fosfat Tamponu;

1,7408 g KoHPO,4 ve 1,3616 g KH,PO4 250 ml distile suda ¢oziildii ve 1 M NaOH ile
pH 6,5’a ayarlandu.

% 1 lik titanium (IV) klorid;

Iml titanium (IV) klorid 25 ml 50 mM, pH 6.5 fosfat tamponu i¢inde ¢oziildii,

derisik siilfirik asit ilave edildi ve ayni tamponla 100 ml ye tamamlandi.
3.4.6. a-Amilaz aktivitesinin ol¢iilmesi

Orneklerdeki a-amilaz aktivitesi “dekstrinleyici yéntem” uygulanarak saptandi. a-
amilaz aktivitesini 6lgmek i¢in kor, kontrol ve 6rnek tiipleri hazirlandi. Kor tiipi

spektrofotometrenin  kalibrasyonunun yapilmast i¢in kullanildi. Kontrol tiipii
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baslangigtaki nisastanin miktarint 620 nm’de optik dansite cinsinden belirlemek
amact ile hazirlandi (Wilson ve dig., 1982). Ornek tiipii ise enzimim aktivite
gosterdigi tiip olarak hazirlandi. Cimlenen tohumlardan radikula ve koleoptiller
cikartildi. Elde edilen 6rnek miktarmin 5 kat1 malat tamponu (pH 5,2 50 mM NaCl
2mM CaCl, ) eklendi. 5 dk havanda homojenize edildi ve de homojenat eldesi 15 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 5000 rpm 8 dk. santrifiij yapild1 ve elde
edilen tist kisim enzim kaynagi olarak kullanildi. Substrat ¢ozeltisi olarak %0,1 g lik
nigasta ¢ozeltisi kullanildi. 48 ve 72 saatlik kumarin uygulanmasi sonucunda alfa

amilaz degerleri belirlendi.
Hazirlanan tiiplerin igerigi su sekildedir;
Kor tiiptin igerigi: 9 ml malat tamponu, 0,1 ml enzim

Kontrol tiipiin igerigi: 7 ml malat tamponu, 2 ml substrat ¢ozeltisi, 0,1 ml enzim

coOzeltisi

Ornek tiipiin igerigi: 7 ml malat tamponu, 2 ml substrat ¢dzeltisi, 0,1 ml enzim

cozeltisi

Hazirlanan tiim tiipler 30 °C’de 4 dk inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda 6rnek

tiiplerine 1N HCI ¢ozeltisinden 0,9 ml konuldu. Tiim tiiplere 1 ml iyot eklendi.

Hazirlanan tiim tiiplerin absorbans degerleri 620 nm’ye ayarlanmig spektrofometrede
kor tliptine karsi okundu. Kontrol tiiplerinin verdigi OD degerinden, 6rnek tiiplerin
verdigi OD degerleri ¢ikartilarak fark OD yani enzim tarafindan pargalanan
nisastanin (kaybolan nisastasinin) OD degeri bulundu. Kaybolan nigasta miktari

bulunarak mg’a ve daha sonrada tinite/ml’ye doniistiirtildi.

Bir iinite a- amilaz aktivitesi, dakikada 0,1 mg nisastay1 30 °C’de pargalayan enzim

miktar1 olarak tanimlandi.

Enzim {initesi asagidaki denkleme gore hesaplandi (Denklem 3,2 ve 3,3) (342,30
g/mol nisastanin MW).

U/L=pmol/dk/L= A/min x Vt x 10° (umol/mol) / € x Vs x 1 3.2)
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A/min= dakikadaki absorbans degisimi,

Vt= toplam reaksiyon hacmi = 6rnek + reaktif + diliient

Vs= 6rnek hacmi

€ = ekstinksiyon katsayis1

A=€xlxc (3.3)

Standart grafigini hazirlamak i¢in nisastanin farkli konsantrasyonlardaki (0.05, 0.1,
0,15, 0,20, 0,25, 0,3, 0,35, ve 0,4 mg/ml) ¢ozeltiler hazirlandi. Nisasta miktari,
spektrofotometrik olarak oOl¢iildii. Daha sonra, konsantrasyona karsi absorbans
grafigi cizildi (Sekil 3.5). Konsantrasyonu bilinmeyen 6rnegin nisasta miktar1 elde
edilen dogrunun denklemi kullanilarak hesaplandi. Dogrunun denklemi y=2,1821x +

0,0279 regresyon katsayist R* = 0,993 diir. Kor olarak 5 ml iyot ¢ozeltisi kullamildu.
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Sekil 3.5. Alfa amilaz aktivitesini belirlemede kullanilan nigasta standart
grafigi

3.4.7. Katalaz aktivitesinin ol¢iilmesi

Mercimek bitkisinin ham ekstraktlari enzim analizleri i¢in hazirlandi. Bitkinin kdk
dokular1, s1v1 azot ile havanda toz haline getirildi. 0,1 — 0,3 g tartilarak eppendorfa

aktarild1 ve daha sonra 1 ml 50 mM potasyum fosfat tamponu ile homojenizasyonu
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yapildi. Homojenat 13000 rpm’de 20 dk santrifiijlendi elde edilen siipernatant enzim

analizleri i¢in kullanild1.

Bitki doku homojenatlarinda katalaz (EC 1.11.1.6.) aktivite tayini Aebi’ye (1984)
gore yapilmistir. Bu metoda gore H,O, 151k spektrumunun ultraviyole alanda dalga
boyunun diismesiyle ylikselen bir absorbsiyon verir. HO, nin parcalanip ortamdan
uzaklastirilmasiyla olusan absorbans azalmasi 240 nm de takip edildi. Absorbansta
gozlenen azalma hiz1 katalaz aktivitesi ile orantilidir. Deneyde 50 mM, pH 7,0 fosfat
tamponu ve H,O, (Merck) kullanildi. Fosfat tamponu i¢inde H,O, bulunan ¢ozeltiye
belirtilen miktarlarda numune konularak, koére karst 240 nm dalga boyunda
spektrofotometrede 120 sn boyunca 6l¢iim alindi. Bir enzim {initesi dakikada 1 pmol
H,0O, pargalayan enzim miktar1 olarak hesaplandi (H>O, nin ekstinksiyon katsayisi

394 mM'em™).
3.4.8. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin dlciilmesi

Kontrol ve isleme tabi tutulmus bitkilerden alinan kdk dokular 0,3 gr olarak tartildi
ve siv1 azot kullamlarak homojen hale getirildi. Uzerine 2 mM EDTA iceren pH
7,5'te 0.2 M sodyum fosfat tamponu ilave edildi. Stispansiyonlar +4 ° C'de 10000
rpm’de 30 dk. santrifiije edildi ve SOD aktivite tayini i¢in siipernatanlar kullanildi.

Orneklerin SOD aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) ydntemine gore
fotokimyasal olarak belirlendi. Bu yonteme gore riboflavin ve L metionin 151k
varliginda O? olusturur. NBT (nitrobluetetrazolium), O ile reaksiyona girerek mavi
renkli formazan kristalleri olusturur. Ekstraktaki bulunan ve antioksidan enzimlerden
biri olan SOD, O radikallerini ortamdan uzaklastirarak formazan olusumunu inhibe
eder. SOD aktivitesi, NBT’den formazan olusumunun inhibisyonu ile belirlenir.
Sonugta, 151k etkisiyle mavi-mor renk olusumu, SOD enziminin aktivitesi ile ters
orantilidir. SOD aktivitesinin belirlenmesi icin, 200 pl ekstrakt, 3 ml substrat
tamponu (Tablo 3.5) ile karigtirilip tiiplerde renk degisimi goriiliinceye kadar 15
Welik floresan 1sik altinda bekletildi. Siirenin sonunda oOrneklerin {izeri, karanlik
ortamin saglanmasi i¢in aluminyum folyo ile kapatildi ve drneklerin 560 nm dalga
boyundaki absorbansi (A560) spektrofotometrede Olciildii. SOD aktivitesinin 1
iinitesi, 560 nm’de, 151k altinda bekletilen NBT’nin % 50’sinin indirgenmesi i¢in

gerekli olan enzim miktari olarak tayin edildi.
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Tablo 3.5. SOD miktarinin belirlenmesinde kullanilan substratin igerigi

Bilesenin ad1 Karisimindaki bilesenlerin Miktar1 (ml)
Konsantrasyonu
50 mM Na-P tamponu 50 mM 2,35
EDTA. Na; 0,66 mM 0,20
L-Methionine 10 mM 0,30
NBT 33uM 0,10
Riboflavin 0,0033 mM 0,05
Toplam hacim 3,0 ml

Pozitif kontrolii olusturacak 6rnege, ekstrakt yerine 200 pl 50 mM fosfat tamponu
(pH 7,8) eklendi. Pozitif kontrol de Ornekler ile beraber isikta bekletildi. Pozitif
kontrol, SOD igermedigi i¢in inhibe olmamis reaksiyon olarak kabul edildi ve
reaksiyon degeri 100 olarak alindi. Negatif kontrolii olusturacak 6rnege de ekstrakt
yerine 200 pl 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8) eklendi. Negatif kontrol, érneklerin ve
pozitif kontrolun 1s1kta bekletildigi siire kadar karanlikta tutuldu ve kor 6rnek olarak
kullanildi.

Ornegin A560 degerinden, kor 6rnegin absorbansi ¢ikarildiktan sonra kalan deger,
asagidaki  formiilde yerine konarak, Ornekteki %  inhibisyon degeri

hesaplandi.(Denklem 3.4)

% inhibisyon = (Kontrol A560- Ornek A560)/ (Kontrol A560 x 100) (3.4)
50% inhibisyon =1 Unit SOD

SOD =unit/mg

NBT’den formazan olusum reaksiyonunu %50 oraninda inhibe eden SOD miktar 1

unite olarak kabul edilir.
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3.5. Molekiiler Analizler
3.5.1. RAPD PZR analizleri

RAPD tekniginin ucuz olmasi, basit olmasi, kisa zamanda sonu¢ vermesi,
polimorfizmin belirlenmesi i¢in biitiin organizmalarda basartyla kullanilmasi ,ayni
anda birkag¢ yliz DNA parcasinin PZR’ da ¢ogalmasi, az miktarda ve diislik kalitede
DNA’nin yeterli olmast ve DNA baz sirasma iligkin 6n bilgiye gereksinim
duyulmamasi bu teknigin avantajlar1 arasindadir (Williams ve dig., 1990; Wolf ve
dig., 2004). RAPD tekniginin dezavantaji1 ise tekrarlanabilirliginin diisiik olmas1 ve

dominant markdrler vermesidir (Atienzar ve Jha, 2006).
3.5.1.1. Genomik DNA izolasyon protokolii

Kumarin uygulamasi sonrasinda gelisen kok uglarindan 200-300 mg alinip DNeasy
plant mini kit (Qiagen) kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapildi. Bu yontemde
ilk 6nce alinan kok ucu drnekleri havan kullanarak sivi azot i¢inde parcalandi ve
iizerine 400 pl tampon API ve 4 ul RNase A eklendi ve 65°C’ de bir buguk saat
boyunca inkiibe edildi.Karigimlar ara ara vortekslendi. Bu karisima 130 pl tampon
AP3 eklenip karistirilarak 7 dakika boyunca -20°C° de bekletildi. 14,000 rpm
(>20,000 xg)’ de 5 dakika boyunca santrifiij sonrasi iist stvi mor santrifiij tiipiine
(QIA Shredder mini spin column) pipetlendi ve 14,000 rpm (>20,000 xg)’ de 2 dk
boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra elde edilen s1v1 yeni 1,5 ml’ lik santrifijj
tiipiine alind1. Uzerine 1,5 kat1 tampon AW 1 pipetlenerek karistirildi. Karisim beyaz
santrifiij tiipline (DNeasy mini spin column) transfer edilerek 8,000 rpm (>6,000
xg)’de 1 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 filtre yeni toplama tiipiine
gegirilip tizerine 500 pl tampon AW2 eklendi ve 8,000 rpm (>6,000 xg)’de 1 dakika
boyunca santrifiij edildi. Toplama tiipline gecen siv1 atilarak filtrenin iizerine tekrar
500 pl tampon AW2 eklendi ve 14,000 rpm (>20,000 xg)’ de 2 dakika boyunca
santrifiij edildi. Filtrat 1,5 ml” lik yeni santrifiij tiipiine gegirildi ve filtrenin {izerine
100 pl Buffer AE eklenip 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve 8,000 rpm
(>6,000 xg)’ de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu asamada filtreden DNA
ayrildi ve genomik DNA (gDNA) elde edildi. izole edilen gDNA’lar, kullanilacag

zamana kadar -20° C’ de saklandi.
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3.5.1.2. DNA Miktar: ve Kalitesinin Tayini

Izole edilen gDNA’larin gdzlemlenmesi igin %]1°lik agaroz jel elektroforezi yapildi.
Agaroz jel hazirlanirken; 0,5 g agaroz tartildi ve 50 ml 1 X tris-asetat-EDTA
tamponu (TAE, Sigma) i¢inde mikrodalga firinda isitilarak ¢6ziinmesi saglandi.
Karigim 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine 3 pl syber safe eklendi.
Onceden tarak yerlestirilen kasete jel dokiildii ve polimerlesmesi beklendi. Jel
polimerlestikten sonra kasetten tarak dikkatlice ¢ikarildi. Hazirlanan jel, yatay
elektroforez tankina yerlestirildi ve {izeri kapanincaya kadar 1XTAE tamponu ile 4 pl
dH20, 1 pl 6rnek gDNA ve 1 ul yiikleme boyasi karistirilarak jelde olusturulan
kuyulara mikro pipet yardimu ile yiiklendi. Ilk kuyucuga DNA standardi (Fermantas
1kb ) yiiklendi. Ornekler 90 voltta yaklasik 1 saat yiiriitiildii. Elektroforez sonucunda
olusan bantlar UV jel goriintiileme cihazi (UVP-GelDoc-it) yardimiyla gozlendi ve
fotograflart ¢ekildi. Izole edilen gDNA’larin miktar ve saflik tayini Thermo

Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer cihazi ile hesaplandi.
3.5.1.3. RAPD PZR da kullanmilan primerler

Bu calismada toplam 10 adet oligoniikleotit primer (QIAGEN Operon) kullanild:.

Kullanilan primerler, sekanslar1 ve GC igerikleri Tablo 3.6’da listelendi.

Tablo 3.6. Calismada kullanilan OPA serisi RAPD primerlerinin dizileri,
Tm degerleri, G+C igerikleri

Primer Primer Sekans 5°--3° Tm (°C) G+C (%)

Sayisi
1 OPA 01 CAGGCCCTTC 36,4 70
2 OPA 02 TGCCGAGCTG 40,7 70
3 OPA 03  AGTCAGCCAC 34,3 60
4 OPA 04  AATCGGGCTG 35,1 60
5 OPA 05 AGGGGTCTTG 32,6 60
6 OPA 06  GGTCCCTGAC 32,6 60
7 OPA 07 GAAACGGGTG 33,2 60
8 OPA 08  GTGACGTAGG 31,1 60
9 OPA 09 GGGTAACGCC 37,4 70
10 OPA 10 GTGATCGCAG 33,1 60
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3.5.1.4. RAPD PZR karisimi hazirlama ve RAPD PZR dongii optimizasyonunun

belirlenmesi

Her bir PZR reaksiyonu 0,2 ml ince cidarli ependorf tipi tiiplerde toplam 25 ul
toplam soliisyon icerisinde gerceklestirildi. 20 ng/pl genomik DNA ve 20 ng/ul
primer kullanildi. Distile su oranlar1 izole edilen DNA miktarlarina goére farklilik
gosterdi. (Tablo 3.7). PZR reaksiyonu bilesenleri 6n denemelerde optimize edildi
(Tablo 3.8). PZR dongiileri, Bio RAD CFX Connect™ marka 1s1l-dongili cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. PZR &rnekleri bekletilmeden veya -20°C saklandiktan

sonra agaroz jel elektroforezinde yiiriittildii.

Tablo 3.7. RAPD PZR tekniginde kullanilan bilesenler

RAPD-PZR Bilesenleri Miktar Konsantrasyon
Buffer (1X One Taq) 12,5 ul 1X
Distile su Degisken Degisken
MgCl12 0,5 ul 25 mM
Primer 1wl 20 ng
Taq DNA Polimeraz 0,5 ul 1U
gDNA 1l 20 ng
Toplam 25 ul
Tablo 3.8. Optimize edilen RAPD PZR dongiisii
RAPD PZR Asamas1  Sicakhk(°C) Siire Dongiiler
On Denatiirasyon 94 4 dakika 1
Denatiirasyon 94 1 dakika
Baglanma 50 30 saniye 48
Uzama 72 2 dakika
Son Uzama 72 9 dakika 1
Saklama +4 - -




3.5.1.5. Agaroz jel elektroforezi

1 x TAE (Tris-asetat EDTA) (242 g Tris base, 57,1 ml glasiel asetik asit,100 ml 0,5
M EDTA (pH 8.0)) %2’lik agaroz jele DNA oOrnekleri 50 bp DNA ladder (Thermo
Scientific ) ile birlikte yiliklendi. DNA 6rnekleri yiiriitiicli tampon ¢ozeltisi (IXTAE)
bulunan jel tanki icerisinde 60 voltta 70 dk yiiriitiildii. PZR {iriinleri i¢in %2 agaroz;

genomik DNA’larin analizi i¢in %1 agaroz kullanildi.
3.5.1.6. RAPD PZR iiriinlerinin rakamsal analizi

RAPD profillerindeki belirgin degisiklikler (kontrole gore yeni bantlarin ortaya
cikmasi ve/veya mevcut bantlarin kaybolmasi) degerlendirildi. Degerlendirmesi giic
olan veya tiim Ornekler i¢cin monomorfik DNA bantlart {ireten primerler
degerlendirmeye alinmadi. Her bir primer i¢in ¢ogaltilmis olan bantlarin varligi “1”
ve yoklugu “0” belirlendi (Ouzounidou ve dig., 1997). Uygulama gruplar arasindaki
genetik benzerlik katsayilari Nei (1978)’nin tarafli 6l¢lim metoduna gore Past
programi kullanilarak hesaplandi. Kiimeleme analizi gerceklestirildi ve genetik
benzerlik katsayisi deney ciftlerinin agirliksiz aritmetik ortalamalar1 (UPGMA)

kullanilarak Past programinda bir dendogram olusturuldu.
3.5.1.7. Genomik kahp kararlihginin (GKK, %) hesaplanmasi

RAPD profillerinde gozlenen her bir degisiklige (mevcut bantlarin kaybolmasi ve
yeni bantlarin olusmasi) +1 sayis1 verildi ve test edilen tiim primerler i¢in her bir
deneme grubu icin ortalama hesaplandi. RAPD profillerinde degisikligin
belirlenmedigi veya sayilmasi gii¢ skorlar iireten primerler genomik kalip kararlilig
hesaplanmasina katilmadi. Genomik kalip kararlilig1r degerlendirilmesi ise denklem

(3.5)’e gore;
%GKK = (1- a/n) X 100 (3.5)
hesaplandi.

Formiildeki “a” her bir primer i¢in DNA profillerindeki degisiklik gosteren ortalama
DNA bant sayisini, “n” ise kontrol grubu profilinde ayni primer i¢in belirlenen

toplam DNA bandi sayisini ifade etmektedir (Atienzar ve dig., 1999; Liu ve dig.,
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2007). Her bir deneme grubu i¢in tiim primerlerle hesaplanan GKK degerlerinin
ortalamalar1 hesaplandi. Jel fotograflari iizerinden goriintiilenen PZR iirlinlerine ait
bantlarin okunmasinda sadece net goriinen bantlar degerlendirmeye alindi. Her bir
parametrenin  hassashigin1  karsilagtirmak i¢in, bu parametrelerdeki degisimler
kontrollerine (%100’e sabitlenerek) gore yiizde degisim olarak hesaplandi (Cenk¢i ve
dig., 2009).

3.5.2. Real Time PZR analizleri

Kantitatif gergek zamanli PZR (Real Time PZR); reaksiyon sirasinda her dongii
sonucunda meydana gelen {iriin miktarinin, boya ya da problarin ilgili hedef bolgeye
hibridize olmasi ile olusan 1s1manin (floresans) kamera ile goriintiillenmesiyle gergek
zamanl olarak bilgisayar ekranindan izlenmesini saglayan bir analiz yontemidir.

(Kubista ve dig,. 2006)
3.5.2.1. Total RNA izolasyonu

Kontrol grubu ve kumarin uygulamalari sonrasinda alinan tiim bitki 6rnekleri, RNA
izolasyonu iglemi yapilana kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.
Calismamizda her bir uygulama grubu i¢in 3 biyolojik tekrar yapildi. Bitki
orneklerinden RNA izolasyonu QIAGEN RNeasy Plant Mini Kit protokoliine gore
gerceklestirildi. RNA miktar1 spektrofotometrik Olglimlerle Thermo Scientific
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer cihazinda belirlendi.  Real-Time PZR
dongiileri, Bio RAD CFX Connect™ marka 1s1l-dongli cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi.

Bitki kokii 6rnekleri sivi azot igerisinde ezildi ve her 6rnekten 0,1 g alinarak 2 ml’ lik
tiiplere aktarildi. Her 6rnegin iizerine 450 pl Buffer RLT soliisyonundan eklendi.
RLT soliisyonu kullanilmadan once tizerine 4,5 pl f-Merkaptoetanol (3-ME) eklendi.
Ardindan vorteks yardimiyla karigtirildi. Tipler buz {izerinde arada vortekslenerek
bekletildi. Lizat 2 ml'lik QIAshredder spin tiipline aktarildi ve yiiksek hizda 2
dakika santriflij edildi. Santrifiij sonrasi tiiplerdeki slipernatant yeni tiiplere aktarildi.
Stipernatant {izerine 0,5 hacimde etanol (% 96-100) ilave edildi ve karistirilarak
pipetaj yapildi. Numune 2 ml'lik RNeasy spin column tiipline aktarildi. 15 saniye
boyunca >8000 x g (= 10.000 rpm)’de santrifiijlendi. RNeasy spin column {izerine
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700 pl Tampon RW1 eklendi ve >8000 x g'de (>10000 rpm / dak) 15 s boyunca
santrifiijlendi. Ardindan ayni islemler iki kere 500 pl tamponu RPE eklenerek
yapildi. RNeasy spin column 1.5 ml toplama tiipiine aktarildi ve tizerine 30-50 pl
RNaz icermeyen ddH,O eklendi. Kapagi kapatilip 1 dakika siireyle >8000 x g
(210,000 rpm) santrifiij edilerek RNA elde edildi. Bu asama iki defa yapild.
Ornekler -80 °C’ de saklandi. RNA miktar1 spektrofotometrik 6lgiimlerle Thermo
Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer cihazinda belirlendi. RNA
izolasyonu 3 tekrar seklinde calisildi. En yiiksek miktarda ve en kaliteli drneklerle

calisilmaya devam edildi.
3.5.2.2. cDNA (Komplementer DNA) sentezi

RNA orneklerinden cDNA sentezi first-strand cDNA sentez kiti (ProtoScript® First
Strand cDNA Synthesis Kit) kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 3.9).

RNA numunesi ve primer d (T)23VN steril RNaz icermeyen tiiplerde karistirildi.

Tablo 3.9 cDNA sentez prosediirii

Total RNA 1-6 pl (10 ng-1 pg)
d(T)23VN (50 uM) 2l

nuclease-free H,0 Degisken

Total Volume 8ul

Tablodaki bilesenler ile hazirlanan 6rnekler 70 ° C'de 5 dakika inkiibasyona birakildi
ve vortekslenerek buzun {izerine alinarak tizerine 10 pl M-MuLV Reaction Mix ve 2

ul M-MuLV Enzyme Mix bilesenleri eklendi.

20 pl cDNA sentez reaksiyonu 42 ° C'de bir saat inkiibe edildi. Uzerlerine toplam
hacim 50 ul olacak sekilde ddH,0 eklendi. Elde edilen cDNA’lar Real time PZR

reaksiyonu gergeklestirilene kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.
3.5.2.3. Real-Time PZR da kullanilan primerler

Bitki koklerinden izole edilen RNA 6rneklerinde, CAT (Katalaz), Mn SOD (Mangan
siiperoksit dismutaz) ve Cu/Zn SOD(Bakir ¢inko siliperoksit dismutaz) genlerinin

anlatimi, Real Time PZR ile analiz edildi (Tablo 3.10). Genlerin dizileri Lens
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culinaris hakkinda daha Once hazirlanmis olan Aksoy (2008)’den alindi. Tiim
orneklerin ve standartlarin Real Time PZR’1, hata oranini azaltmak i¢in ii¢ biyolojik
tekrarli yapildi. Primerlerin 6zgiinliigiinii test etmek i¢in Real Time PZR’1in dongiileri
tamamlandiktan sonra erime egrisi analizi gergeklestirildi. Elde edilen veriler ile
Relative expression software tool (RESTO) programi kullanilarak gen ifade

diizeyleri belirlendi. Sonuclarin istatistiksel analizi ANOVA ile yapildu.

Tablo 3.10. Real-Time PZR primer dizileri

Primer Sekans (5°—3°) Primer Tm (°C) GC
uzunlugu icerigi

(b¢) (%)
CAT F* CCTGTCATTGTGCGTTTCTC 20 47 50
CAT R** CTCCCACCTTAATGGCCTCT 20 49 55
Mn-SOD F GGCGGAGGTCATATTAACCA 20 49 50
Mn-SOD R AAGCCACACCCATCCAGAC 19 48 58
Cu/Zn-SOD F GCTTCCATATCCATGCCTTG 20 47 50
Cu/Zn-SOD R AGCTACTCTGCCACCAGCAT 20 49 55
Lens- GAPDHF TGTTGAGGGTCTCATGACCA 20 47 68
Lens- GAPDHR CGCTGGGAATGATGTTAAATG 21 45 43

(*F: Forward/leri, **R: Reverse/Geri)

3.5.2.4. Real-Time PZR reaksiyonu

Uygun miktar ve kalitede cDNA sentezi yapildiktan sonra ¢alismamizda taramasi
yapilacak hedef genler CAT, Mn SOD ve Cu/Zn SOD ve housekeeping olarak
secilmis Lens-GAPDH (gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) genlerinin reaksiyon
optimizasyonlar1 ve 6n denemeleri yapildi. Real-Time PZR ¢aligmalart1 Bio RAD
CFX Connect™ marka 1s1l-dongli cihazi ile SYBR Green I Master boyasi
kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3.6). GoTaq® qPZR master mix kullanilarak
gerceklestirilen deneyler ile PZR’in etkinligini saptamak ve herhangi bir dimer

olusumu olup olmadigini belirlemek i¢in Erime egrisi grafiklerine bakildi.
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Sekil 3.6. Bio RAD  CFX Connect™ (Real-Time PZR
Detection System) marka 1s1l-dongii cihazi

Yapilan ¢aligmalarda en iyi uygun ve kaliteli sonuglarin ¢ikmasi i¢in 6n denemeler
yapildi. Yapilan reaksiyon denemelerinde uygun primer (0,2 pM ile 0,9 uM arasinda
tarandi. Ayni1 zamanda reaksiyon kiti tarafindan tavsiye edilen degerler) ile cDNA
konsantrasyonlari tarandi ve en uygun olanlari secildi. Real time PZR c¢aligmalarinda
en erken Cq (quantification cycle) degerini veren reaksiyon kosullar1 optimizasyona
uygun kosullar olarak belirlendi. Asagida verilen kosullarda RT-PZR reaksiyonlari
gerceklestirildi (Tablo 3.11 - 3.12).

Tablo 3.11. Real-Time PZR ¢aligmasinda optimize edilen ve kullanilan protokol

Bilesen Miktar Son Konsantrasyon
cDNA Degisken 1000ng
Forward Primer Sul 0,5uM
Reverse Primer Sul 0,5uM
GoTaq® qPZR Master 25l 1X

Mix

ddH,O Degisken Degisken
Toplam hacim 50 ul
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Tablo 3.12. Real Time PZR reaksiyonunun gergeklestirildigi program

Program Sicaklik Stire Dongii
Sayis1

On denatiirasyon 95 °C 2 dk 1

Denattirasyon

Baglanma 95°C 15 sn 40

Uzama

Erime Egrisi Analizi  60- 95 °C Siirekli okuma 1

Real Time PZR ¢alismasi sonrasinda her ii¢ gen icin de, uygulama yapilmis ve
yapilmamis Orneklerde polimeraz zincir reaksiyonu es zamanlit olarak izlendi ve pik
profili olarak kaydedildi. Cq degeri polimeraz zincir reaksiyonuna ait pik profilinde
logaritmik artis fazina gecilen dongii noktasi (ilk noktayi) olarak tanimlanir. Cq
degerleri pik profilleri ile belirlendi.

Cihazin kalibrasyonunun saglanmast i¢in Lens-GAPDH geninin cDNA seri

diliisyonlar1 kullanilarak olusturulan standart egri grafigi ¢izildi (Sekil 3.7).

1ul 1l 1l 1ul 1l
g 3 = 3 g 3 g 3 s 3 e
10% 10% 104 10° 10° 10}
GAPDH ana stok

Sekil 3.7. cDNA seri diliisyonlarinin olusturulmasi

Dogru bir standart egri grafigi elde edebilmek i¢in olusturulan grafik en az 3 cDNA
diliisyonuna karsilik gelen logaritmik konsantrasyon degerinden gecgecek sekilde

hazirland1 (Biiytik, 2014).

Farkli miktarlarda kumarin uygulanmis bitkilerde CAT, Mn SOD ve Cu/Zn SOD
genlerine ait transkript profilleri ve kontrol profilleri karsilastirildi. Elde edilen
verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi One Way ANOVA ile yapildi. Bu
verilerin ortalama, standart sapma, standart hata ve istatistiksel olarak anlamlilik
dereceleri istatistik programi SPSS 18.0 ile hesaplandi. Bdylelikle kumarin stresi
altinda yetistirilmis olan 6rneklerde CAT, Mn SOD ve Cu /Zn SOD genlerine ait
mRNA ifade seviyeleri tespit edildi.
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4. BULGULAR

Arastirmamizda elde edilen bulgular tablolar ile ayrintili olarak gosterildi ve
farkliliklarin daha iyi anlasilabilmesi i¢in grafiklerle de desteklendi. Kontrol grubuna
gore artan kumarin konsantrasyonlar: istatiksel olarak karsilastirildi. Boylece
kumarin  stresine karst L.culinaris bitkisinde meydana gelen sitogenetik ve

genotoksik degisimler ortaya konuldu.
4.1. EC50 Belirleme

72 saatlik deney sonucunda probit analizine goére kumarin i¢in ECsy degeri 278,868
ppm olarak bulundu (Tablo 4.1). Verilerin detayli bilgileri Ek 1 de verildi.
Olgiimlerin ve hesaplamalarin daha kolay yapilabilmesi i¢in alt ve {ist sinir araliginda
bulunan 300 ppm degeri ECS50 degeri olarak alindi ve g¢alismalara bu deger
iizerinden devam edildi. Saptanan EC50 degeri ve 2xEC50 degeri olmak {izere iki
farkli konsantrasyon ve kontrol grubu olarak Hoagland ¢dzeltisi ile deneyler yapildi
(Sekil 4.1). Yapilan deneyler sonucunda elde edilen sayim ve ol¢iim ile ilgili
verilerin varyans analizleri SPSS paket programi kullanilarak yapildi ve

konsantrasyonlara ait ¢cimlenme ylizdesi grafigi olusturuldu.

|Kontro|

Sekil 4.1. EC50 degeri belirlendikten sonra a) kontrol grubu, b) EC50 ve c)
2xEC50 kumarin konsantrasyonlar1 ile kurulan deney diizenegi
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Tablo 4.1. Kumarinin L.culinaris bitkisine etkisinin EC degerleri

% 95 Kumarin i¢in giiven aralig1 (ppm)

EC
Olasililik Degerleri Alt Sinir Ust Stir
010 651,672 474,331 1472,819
,050 542,460 406,023 1159,692
,100 484,240 368,874 993,500
250 386,957 304,041 718,558
PROBIT ,500 278,868 216,517 428,569
850 112,776 -115,352 180,343
,900 73,495 -222,873 150,671
950 15,275 -385,939 110,395
990 -93,937 -696,604 39,626

Tablo 4.1°de goriildiigli tizere SPSS iizerinden yapilan Probit analizlerinde ytizde 50
olasiliga karsilik gelen EC degeri 278,86 ppm dir. Tablo 4.1’de baslica tiim
olasiliklara karsilik gelen EC degerleri sunuldu. Sekil 4.1’in farkli dozlarin 72 saatlik
probit degerleri ve regresyon analizleri sunuldu (Sekil 4.2). Regresyon analizine gore

artan konsantrasyonlarda azalan grafik elde edildi.

Probit Transformed Responses

2

Probit
n

0

T T T T T
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00
KullanilanDoz

Sekil 4.2. L.culinaris bitkisinde kumarin i¢in hesaplanan 72 saatlik probit
degerleri ve regresyon grafigi (Kullanilan doz: ppm)
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Sekil 4.3’de SPSS programindan elde edilen L.culinaris bitkisinde kumarin igin
hesaplanan 72 saatlik farkli dozlara ait gesitli istatistiksel degerler sunuldu. Istatiksel
verilerde kullanilan doz, tohum sayisi, gozlenen sonuclar, beklenen sonuglar ve
bunlarmn ikisi arasindaki fark verileri elde edildi. Bu grafik probit analiz programinin

kendi olusturdugu grafiktir.

istatiksel Veriler

Kullamlah
Doz

" [ [

400 @100
O1so
200
O2s0
B

200+
100+

] RN e s

-100

T T T T T T
Kullandan Doz Tohum Sayisi Gozlenen Sonuglar  Beklenen Sonuglar Fark Probabilty

Sekil 4.3. L.culinaris bitkisinde kumarin i¢in hesaplanan 72 saatlik farkli dozlara
ait cesitli istatistiksel degerler

4.2. Sitolojik Analizler
4.2.1. Cimlenme yiizdesi ve kok uzunluklar: degerleri

EC50 degeri belirlenirken artan konsantrasyonlarda 6 farkli kumarin konsantrasyonu
ve Hoagland ¢ozeltisi ile hazirlanmis kontrol grubu kullanildi (Tablo 4.2). Bu
sonuclara gore her bir petri kabinda 20 adet tohum ¢imlendirildi deneyler 3 tekrar
olacak sekilde yapildigindan kullanilan tohum sayisi 60 olarak girildi. Cimlenen
tohum sayisinin artan kumarin konsantrasyonlarinda gittik¢e diistiigii gdzlendi. 300
ppm konsantrasyondaki ¢imlenen tohum sayisinda yar1 yariya diislis ve probit

verileri biribirleriyle uyumlu olarak gozlendi.
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Tablo 4.2. EC50 degeri belirlenirken kumarinin farkli konsantrasyonlarinin
L.culinaris tohumlarinin ¢imlenme sayilari tizerine etkileri (72h)

Kullanilan doz Kullanilan doz Kullanilan Cimlenen Beklenilen

sayis1 (ppm) tohum sayist tohum sayis1 sonuglar

1 0 60 59 57,545

2 100 60 45 52,069

3 150 60 46 47,361

4 200 60 44 41,321

PROBIT 5 250 60 44 34,289
6 300 60 32 26,853

7 350 60 10 19,714

Calismamizda L.culinaris tohumlarmin kumarinin farkli konsantrasyonlar1 ile
muamelesi sonucunda, kontrol grubunda 72 saat sonunda %90 olan ¢imlenme
ylizdesinin kumarin konsantrasyon artigina paralel olarak sirasiyla distiigii gézlendi

(Sekil 4.4).

100
90
80
70
60
50
40
30

Kontrole gore gimlenen tohum
yuzdesi (%)

20
10

Kontrol 100ppm 150ppm 200ppm 250ppm 300ppm 350ppm

Konsantrasyon

Sekil 4.4. Kontrol grubu ve artan kumarin konsantrasyonlarinin L. culinaris
tohumlari tizerindeki kumarin uygulamasi sonucunda ¢imlenme yiizdesi degerleri

Hoagland ¢6zeltisi uygulanan kontrol grubu ile kumarinin farkli konsantrasyonlariyla
24, 48 ve 72 saat muamele edilen L.culinaris tohumlarindaki ¢imlenme yiizdesindeki
degisime gore kok uzunluklarina ait ortalama ve standart sapma degerleri Tablo

4.3°de verildi. 24 saat muamele edilen L.culinaris tohumlarindaki kok uzunlugu
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ortalamalar1 kontrol ve kumarin konsantrasyonlarma (0, 100, 150, 200, 250, 300 ve
350 ppm) gore kok uzunluklarindaki azalmalar tespit edildi.48 saat muamele edilen
L.culinaris tohumlarindaki kok uzunlugu ortalamalar1 kontrol ve artan kumarin
konsantrasyonlarina gore en diisiik 0,053 cm ve en yiiksek 1,13 cm olarak tespit
edildi. 72 saat muamele edilen L.culinaris tohumlarindaki kok uzunlugu ortalamalari
kontrol ve artan kumarin konsantrasyonlaria gore en diisiik 0,15 cm ve en yiiksek
2,13 cm olarak tespit edildi. 350 ppm konsantrasyonundaki azalma kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bulundu.(Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). Sekil 4.5’de bu veriler
grafik ile gosterildi.

Tablo 4.3. Kullanilan doza gore farkli saatlerdeki kdk uzunluklarimin ortalama ve
standart sapmalar1

< s < s g o
N =] N =] N =]
£ s Ez £ 3 £ £z £ 3 s Ez =
= = g5 ] ] = g5 ] ] = &5 8
= S5 88 ¢ = S5 688 <« = =5 ©88 g
g 52 »g & £ 52 pg & E 52 g S
< 5 kel < 5 o < O o
s = % 22 5 3 = 25 £Z 5 3 T #% 22 %
S 2 S8 8 & & Z S8 8 & & 2 S8 2% 4
24 48
0 47 60 46 0 1,1 60 82 T 0 213 60 1,16
100 09 60 ,19 100 52 60 ,50 100 1,05 60 91
150 04 60 ,09 150 45 60 43 150 1,09 60 74
200 07 60 15 200 50 60 44 200 1,16 60 .84
250 04 60 12 250 36 60 36 250 ,83 60 .65
300 00 60 ,04 300 19 60 30 300 ,56 60 .64
350 00 60 ,00 350 05 60 15 350 15 60 34
Total ,10 420 25 Total 46 420 56 Total ,99 420 .97

62



Tablo 4.4. Kullanilan doza goére toplam kok uzunluklarinin ortalama ve
standart sapmalar1

Kullanilan doz Kok ortalama Deney Standart
Saat uzunlugu ortamindaki sapma
tohum sayis*

Toplam 0 1,24 180 1,09
100 ,55 180 72
150 ,53 180 ,60
200 ,58 180 71
250 41 180 ,54
300 ,25 180 47
350 ,06 180 ,22
Total ,52 1260 ,761

*Her bir deney grubu sonucu 60 bireyden olusan 3 tekrara aittir.

2,5
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€15 i 7124 Saat
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> 1 » :-: f:
© > >_: _:: *. 72 Saat
£ » ) 2
‘—‘: » E .
et s )
o 0,5 s P
2
0 Er

Oppm 100ppm150ppm200ppm250ppm300ppm350ppm

Sekil 4.5. Kontrol ve kumarin uygulamasi sonucunda doz ve zamana (24,
48, 72 saat) gore ortalama L.culinaris de kok uzunluklarindaki degisimler

Cimlenme materyal ve metod kisminda anlatildigi gibi petri ortaminda
gerceklestirildi. Tohumlarin 3. 5. ve 7. giindeki goriiniimleri Sekil 4.6’da  verildi.
Tohumlarin gelisim asamasinin 7. giliniinde 0&zellikle 600 ppm kumarin
konsantasyonunda kok uzunlugu c¢ok kiigiikk kaldi. Sekilden de goriildiigi gibi
cimlenme 3. 5. ve 7. giindeki goriiniimleri kontrole gore kok gelisiminin
yavagladigim1  gosterdi. Sonug¢ olarak ¢imlenme asamasinda artan kumarin

konsantrasyon ile kontrol grubu arasinda 6nemli farkliliklar tespit edildi.
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Sekil 4.6. Kontrol grubu ve artan kumarin konsantrasyonlarimin 3., 5. ve 7. giin
sonundaki L.culinaris kokleri iizerine olan etkileri

4.2.2. Mitotik indeks sonuc¢lari

Mitotik indeks orani iizerine EC50 ve 2XECS50 kumarin konsantrasyonlarinda
L.culinaris tohumlan iizerindeki etkisi istatiksel olarak anlamli (P<0,05) bulundu.
Mitotik indeks 48 saat ve 72 saatlik periyotlarda ayr1 ayri hesaplandi. Her bir
deneyde 5000 hiicre tarand1 ve 500 bdliinen hiicre sayildi. 48 saatlik ortalama
mitotik indeks orant Hoagland ¢ézeltisinde ¢imlendirilen tohumlarda 11,54 olurken
300 ppm ve 600 ppm kumarin konsantrasyonlarinda sirasiyla %8,05 ve %5,50 oldu
(Tablo 4.5). 72 saatlik verilerde 48 saaatlik ile paralel oldu. Kontrol grubunda
ortalama mitotik indeks %1045 iken EC50 ve 2xEC50 kumarin
konsantrasyonlarinda sirasiyla %4,67 ve %3,96 oldu (Tablo 4.5). Bu veriler artan
kumarin konsantrasyonun hiicre boliinmesine karsi inhibisyon etkisi yaptigini

gostemektedir. ANOVA tablosu da Tablo 4.6’da gosterildi.
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Tablo 4.5. Farkli kumarin konsantrasyonlarinin L.culinaris kok ucu hiicrelerindeki
mitotik indekse etkileri

Siire Uygulanan Sayilan Béliinen Mitotik Standart P
(Saat) Doz Hiicre Sayis1 ~ Hiicre Sayisi indeks Hata Degeri
X X X +SS”
(%)
48 Kontrol 5154 595 11,54 +,220 0,27 -
300 ppm 5031 405 8,05 +,368 0,06 0,00
600 ppm 5105 281 5,50+ ,18 0,10 0,00
72 Kontrol 5043 527 10,45 +,218 0,12 -
300 ppm 5127 244 4,67+,119 0,21 0,00
600 ppm 5170 205 3,96 £,02 0,01 0,00

* X+SS” (ortalamalar + Standart Sapma) (P<0,05)

Tablo 4.6. Farkli kumarin konsantrasyonlarinin L.culinaris kok ucu hiicrelerindeki
mitotik indeks tizerindeki etkilerini gosteren ANOVA tablosu

Stire Degisim Serbestlik Kareler Kareler F P Standart

(Saat) Kaynagi Derecesi Toplami  Ortalamasi Sapma
islem 2 63,685 31,843

48 saat Hata 6 ,370 ,062 516,647 ,000* 0,248
Toplam 8 64,055 -
islem 2 54,862 27,431

72saat  Hata 6 =34 089 308,051 ,000% 0,298
Toplam 8 55,396 }

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Veriler grafiksel olarak Sekil 4.7°de verildi. Bu verilerden de goriilecegi gibi artan

kumarin konsantrasyonlar arttik¢a mitotik indeks azaldi.
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Sekil 4.7. Farkli kumarin  konsantrasyonlarinin L.culinaris kok ucu
hiicrelerindeki mitotik indekse etkileri

4.2.3. Kromozom anormaliklerinin belirlenmesi

EC50 ve 2xEC50 kumarin konsantrasyonlarinda ve kontrol grubunda L.culinaris
bitkisinin kok ucu hiicrelerinde, mitoz boliinmenin farkli evrelerinde gozlenen ¢esitli
kromozomal anormallikler incelendi. Normal ve anormal béliinen hiicreler sayildi ve
bunlarin  yiizdelik  verileri girildi. Kontrol grubu ve farkli  kumarin
konsantrasyonlarinin anormal boéliinen hiicrelerdeki mitoz boliinme yiizdelerinin
ortalamalar1 grafik lizerinde gosterildi. Ayrica var olan her bir kromozom anormaligi
cesidi tek tek belirlenerek yiizdelik dilimleri bulundu. Son olarak kromozom
anormalilerinin her bir uygulama grubunda mikroskobik goriintiileri verildi.

Deneylerde 3 tekrar yapildi.

Kontrol ve farkli kumarin konsantrasyonlari ile muamele edilen L.culinaris kok ucu
hiicrelerindeki mitoz boliinme evrelerine ait ortalama ve standart hata degerleri 48 ve
72 saatlik periyotlarda belirlendi (Tablo 4.7). Bu veriler incelendiginde 48 ve 72
saatlik periyotlarda kontrol grubuna gore artan kumarin konsantrasyonlarinda
anormal boliinen hiicrelerde artis gozlendi. 48 saatlik siirede kontrol grubuna gore en
fazla anormal boliinen hiicre 600 ppm kumarin konsantrasyonunda metafaz evresinde
(31,08) gozlendi. Daha sonra sirastyla yine 600 ppm de profaz (24), telofaz (21,21)
ve anafaz (19,71) evrelerinde belirlendi. 72 saatlik siirede ise kontrol grubuna gére en

fazla anormal boliinen hiicre 600 ppm kumarin konsantrasyonunda anafaz evrsinde
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(48,14) gozlendi. Daha sonra sirasiyla yine 600 ppm de metafaz (40,74), profaz
(22,32) ve telofaz (19,71) evrelerinde anormallik belirlendi. Bu veriler artan kumarin
konsantrasyonlarinin her bir boliinme evresinde anormal boliinen hiicre miktarlarini

arttirdigin1 gosterdi.

Tablo 4.7. Kontrol ve farkli kumarin konsantrasyonlarimin L.culinaris kok ucu
hiicrelerinde mitoz boliinme evrelerine ait ortalama sayilart ve yiizdelik verileri
(N:Normal boliinen hiicreler, A;Anormal boliinen hiicreler, %;yiizdelik veriler)

Siire  Uygulanan Profaz Metafaz Anafaz Telofaz

(saat) Doz N A % N A % N A % N A %

Kontrol 232 3 1,27 133 5 3,6 143 5 3,37 95 4 4,04
48 300ppm 119 20 14,38 98 16 14,03 84 13 13,40 86 14 14
600ppm 122 40 24 51 23 31,08 57 14 19,71 52 14 21,21

Kontrol 206 4 1,9 111 6 5,1 107 4 3,66 105 5 5,6
72 300ppm 113 26 18,7 73 21 22,34 63 14 18,18 92 13 12,38
600ppm 87 25 22,32 32 22 40,74 29 26 48,14 57 14 19,71

Sekil 4.8’de kontrol grubu ve kumarinin L.culinaris kok ucu hiicrelerindeki 48 ve 72
saatlik siirelerde mitoz boliinme evrelerine ait ortalama sayilarina ait grafik verildi.
Bu grafik verilerinden de goriilecegi gibi Ozellikle 600 ppm kumarin

konsantrasyonunda anormal hiicrelerin sayilarindaki artig belirgindir.
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Sekil 4.8. Kontrol grubu ve kumarin uygulanan L.culinaris kok ucu
hiicrelerinde 48 ve 72 saatlik boliinme evrelerinde anormal hiicrelerin
ortalama sayilari

Tablo 4.8’de Kontrol grubu ve EC50 ve 2xEC50 kumarin uygulanan L.culinaris kok
hiicrelerinde 48 saatlik ve 72 saatlik siirelerde ortaya ¢ikan kromozom hasari ¢esitleri
ve oranlart verildi. En ¢ok rastlanan hasarlar diizensiz profaz (% 17,9), niikleus
deformasyonu (% 14,7) diizensiz metafaz (% 17,9) ve niikleus deformasyonu
(%14,7)’dur. En az rastlanan hasarlar multipolarite (% 1,1), bolinme diizleminde

degisim (% 1,4) ve tabla kaymasi (% 1,4) olarak belirlendi.
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Tablo 4.8. L.culinaris kok hiicrelerinde kontrol grubu ve kumarin konsantrasyolariin etkisiyle ortaya ¢ikan kromozom hasari ¢esitleri ve
oranlari
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44 0 50 o 3 4 2 0 0 2 4 0 1 0 0 1 0 0 O 0 0 1 0 0

300 500 0 12 16 3 0 1 o 8 0 5 1 0 0 0 3 1 4 1 6 0 1

600 500 7 25 19 4 7 1 2 4 3 5 6 1 3 29 5 1 15 3 6 2 0

72 0 500 0 1 6 2 0 0 2 3 0 1 0 1 2 0 0 0 0 1 2 0 1

300 500 12 21 11 2 2 1 0o 9 3 1 2 2 2 5 2 1 9 1 5 0 2

600 500 32 17 9 3 5 3 4 8 10 3 4 1 4 35 3 1 19 1 6 0 1

Anormallik 11,5 179 14,7 3,6 32 14 23 81 36 36 29 1,1 2,7 156 11,5 179 14,7 36 3,2 1,4 23
Yiizdesi

%

HDD: Hiicre duvar deformasyonu,DP:Diizensiz Profaz, DM:Diizensiz Metafaz, YK:Yapisik Kromozom, YP: Yapiskan profaz, TK: Tabla Kaymasi,K: Koprii,
GKK:Geri Kalmis Kromozom, KK:Kalgin kromozom, CM:C Mitoz, B:Binukleus, M:Multipolarite, MKI; Metafazda kromozom ipligi, NH:Nekrotik hiicre,
DT:Diizensiz telofaz, NT: Niikleer tomurcuk, ND:Niikleus deformasyonu, KG:  Kromozom graniilasyonu, KK:Kutup Kaymasi, BDD:Béliinme Diizleminde
Degisim, DA:Diizensiz anafaz
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Tablo 4.9’da L.culinaris kok hiicrelerinde farkli periyotlarda kontrol grubu ve
kumarin muamelesi sonrasinda mitotik indeks yiizdeleri, anormal mitoz oranlar1 ve
her bir boliinme evresindeki normal ve anormal hiicre sayilar1 bir arada verilerek
daha 1iyi bir kiyaslama yapabilme olanag1 saglandi. Boylelikle kumarinin sitotoksik

etkileri daha net gézlemlendi.

Tablo 4.9. L.culinaris kok hiicrelerinde farkli siirelerde kontrol grubu ve kumarin
muamelesinin etkisiyle ortaya ¢ikan mitotik indeks yiizdeleri, anormal mitoz oranlar1
ve her bir boliinme evresindeki hiicre sayilar

Uygulama Uygulanan Sayilan Profaz Metafaz Anafaz Telofaz Mitotik Anormal
siiresi Doz hiicre Total Anor.  Total Anor  Total Anor  Total Anor indeks mitoz (%)

(%)

kontrol 5154 232 3 133 5 143 5 95 4 11,54 2,74

48 300 ppm | 5031 119 20 98 16 84 13 86 14 8,05 14

600 ppm | 5105 122 40 51 23 57 14 52 14 5,50 24,39

kontrol 5043 206 4 111 6 107 4 105 5 10,45 3,46

72 300 ppm | 5127 113 26 73 21 63 14 92 13 4,67 17,83

600 ppm | 5170 87 25 32 22 29 26 57 14 3,96 29,79

Elci’ye (1994) gore kromozom saymminda iyi gozlem yapabilmek igin,
kromozomlarin iyi bir sekilde boyanmasi ve sitoplazmanin miimkiin oldugunca daha
az boyanmis olmasi gerekir. Ilk islem maddelerinin, boyanin, bunlarin oranlarnin,
uygulanma siirelerinin ve hidrolizinin iyi bir sekilde tespit edilmesi, kromozom
sayimi ve karyotip analizi i¢in Onemlidir. Ayrica, dokudaki hiicrelerin birbirinden
ayirtp daha iyi gozlemlenmesini saglayan hidroliz i¢in sicaklik derecesi, kullanilan

HCI’nin konsantrasyonu ve zaman ¢ok dnemli faktorlerdir.

Hoagland ¢ozeltisinde ¢imlendirilen L.culinaris kok ucu hiicrelerinde meydana gelen

kromozom anormalliklerinin bazilar1 Sekil 4.9°da gosterildi.
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Sekil 4.9. Kontrolde (Hoagland ¢ozeltisi) ¢imlendirilen L.culinaris kdk ucu
hiicrelerinde kromozom anormallikleri a- kalgin kromozom, diizensiz metafaz ve
metafazda ekvator diizleminde kayma, b-Yapisik kromozom c- Kromozom ipligi ve
diizensiz profaz, d- Anafazda koprii olusumu, e-Kalgin kromozom, f-Diizensiz
metafaz, g-Tabla kaymasi, h- Kalgin kromozom

300 ppm(EC50) kumarin konsantrasyonunda ¢imlendirilen L.culinaris kok ucu

hiicrelerinde meydana gelen kromozom anormaliklerinin bazilar1 Sekil 4.10°da

gosterildi.

9

a

c * 200 ym § f 20.0 ym | 2 m_pm, h \‘&§ 20.0 ym

Sekil 4.10. 300ppm (EC50) kumarin konsantrasyonunda ¢imlendirilen L.culinaris
kok ucu hiicrelerinde meydana gelen kromozom anormalikleri a ve f- Nekrotik hiicre
ve hiicre duvar1 kalinlagsmasi, b- Kromozom yapismasi, c-Kalgin kromozom, d-
Multipolarite ve tabla kaymasi, e ve f- Nekrotik hiicre, g- Kalgin kromozom ve
kromozom graniilasyonu h- Geri kalmis kromozom
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600 ppm (2xEC50) kumarin konsantrasyonunda ¢imlendirilen L.culinaris kok ucu

hiicrelerinde meydana gelen kromozom anormaliklerinin bazilar1 Sekil 4.11°de

gosterildi.

_'; " : o 200p © 20.0 ym

Sekil 4.11. 600 ppm (2xEC50) kumarin konsantrasyonunda  ¢imlendirilen
L.culinaris kok ucu hiicrelerinde kromozom anormallikleri a ve f- C-mitoz, b-Hiicre
duvar deformasyonu, ¢ ve d- Nekrotik hiicre, e- Hiicre duvar deformasyonu, g-
Kromozom ipligi ve kalgin kromozom, h-Kromozom graniilasyonun

4.3. Biyokimyasal Analizler
4.3.1. Toplam protein analizi

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48. ve 72. saat
sonrasinda total protein miktarlarinin belirlenmesinde tiim gruplar 3 kere ¢alisildi ve
sonuclarin ortalamasi alinarak istatistiksel anlamliligi SPSS 18.0 programinda

ANOVA testi kullanilarak belirlendi (Tablo 4.10).
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Sekil 4.12. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris
tohumlarinda 48. ve 72. saat sonrasinda total protein miktarlar

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48. ve 72. saat

stire sonunda ekstraklar hazirland1 ve bu ekstraklardaki total ¢oziinebilir protein

miktarlart (mg/g taze agirlik), Bradford (1976) yoOntemine gore, standart grafik
kullanilarak belirlendi (Sekil 4.12).

Tablo 4.10. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48. ve
72 saat protein miktarlarinin ortalama degerleri ve istatiksel veriler

Siire(saat) Uygulanan mg/ml Standart Standart P Degeri
Kumarin protein Sapma Hata
Dozu X
Kontrol 1,82 0,29 0,17 -
48 300ppm 1,83 0,18 0,10 950
600ppm 3,30 1,17 0,67 ,102
Kontrol 1,87 0,41 0,23 -
72 300ppm 1,86 0,15 0,09 961
600ppm 2,21 1,08 0,62 ,642

48 saat sonunda yapilan dl¢timlerde, kontrol ve 300 ppm kumarin konsantrasyonunda

protein igeriginin (1,82 mg/ml vel,83 mg/ml) fazla degismedigi buna karsin 600

ppm kumarin uygulanmis 6rneklerde protein igeriginin (3,30 mg/ml) belirgin sekilde
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artigl gozlemlendi. Ancak bu degerlerde istatiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlemlenmedi (Tablo 4.10).

72 saat sonunda elde edilen veriler degerlendirildiginde 48 saat siire sonundaki
veriler ile benzer sonuclarin ¢iktig1 goriildi. Kontrol ve 300 ppm kumarin
konsantrasyonunda protein iceriginin 1,87 mg/ml vel,86 mg/ml fazla degismedigi,
600 ppm kumarin uygulanmis Orneklerde protein igeriginin 2,21 mg/ml oldugu

gozlemlendi.

48 saat ve 72 saat sonunda elde edilen veriler karsilastirildiginda; protein miktarinin
kontrol ve 300 ppm kumarin uygulamasinda degismedigi 600 ppm de azalma

meydana geldigi gdzlemlendi.
4.3.2. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

SDS-PAGE i¢in hazirlanan %12°lik ayirma ve %4 yiikleme jeline yiiklenen protein
markirt ile 48 saat ve 72 saatlik 6rnekler 180 V da 55 dk yiiriitiildiikten sonra
goriintiilenerek fotografi ¢ekildi (Sekil 4.13).

kDA Marker K-48 30048 60048 @) kDA  Marker K72 30072 600-12b)

- —— -

116.0 > -
66.2 <=p Wy
450 « eu B
350 «— oo b

250 e sa b

18.4¢=>

Sekil 4.13. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki (a)
48.ve (b) 72. saat SDS-PAGE sonrasi1 olusan toplam proteinlere ait bant profilleri(K-
48; Kontrol 48 saatlik, 300-48; 300 ppm kumarin 48 saatlik,600-48; 600 ppm
kumarin 48 saatlik, K-72; Kontrol 72 saatlik, 300-72;300 ppm kumarin 72 saatlik,
600-72; 600 ppm kumarin 72 saaatlik 6rnekler)
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48 ve 72 saat sonunda elde edilen 6rneklerin SDS-PAGE analizinde; 300 ppm ve 600
ppm kumarin uygulamalar1 sonucunda 6rneklerin protein bant yogunlugunun arttigi
gozlemlendi. Sekil 4.14°’de kontrol grubu ve kumarin uygulanms L.culinaris
tohumlarindaki 48. ve 72. saat sonrasinda SDS-PAGE ile goriintiilenen toplam
proteinlere ait ortalama molekiiler agirlik verileri verildi. Yapisal ve diizenleyici
proteinlerdeki degisimi gozlemek i¢in, ¢Oziiniir protein Orneklerinin SDS-PAGE
analizleri yapildi. Ayr1 ayr elektroforeze tabi tutulan her bir 6rnegin bant profilleri
kontrolleriyle kiyaslanarak degerlendirildi. Artan kumarin konsantrasyonlarinin
L.culinaris tohumlarinin protein profillerinde bant yogunluklarinda artis veya

azalmalara neden oldugu gozlendi.
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Sekil 4.14. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48.ve
72 saat sonrasinda SDS-PAGE ile gozlenen toplam proteinlere ait ortalama
molekiiler agirlik verileri

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48. ve 72. saat
sonrasinda olusan molekiiler agirlik degerlerinin ortalama ve istatiksel verileri Tablo
4.11°de verildi. Kontrol grubu ve drneklerin protein bantlarinin molekiiler agirliklar
Vision WorksLS Version 6.8 programiyla belirlendi. 48 saat sonunda elde edilen
sonuglara gore, kontrol grubunun protein bantlarinin molekiiler agirliklart 526,03,
300 ppm kumarin konsantrasyonunda protein bantlarinin molekiiler agirliklar
543,90, 600 ppm kumarin uygulanmis Orneklerde protein bantlarinin molekiiler

agirliklar1 550,6 olarak belirlendi (Tablo 4.11).

72 saat sonunda ¢ikan sonuglara goére, kontrol grubunun protein bantlarinin
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molekiiler agirliklart 525,59, 300 ppm kumarin konsantrasyonunda protein
bantlarinin molekiiler agirliklart 551,83, 600 ppm kumarin uygulanmis 6rneklerde
protein bantlarmin molekiiler agirliklar1 559,47 olarak belirlendi (Tablo 4.11). Bu
verilere gore ortalama molekiiler agirlik verilerinde artan konsantrasyonla orantili

olarak artis tespit edildi. Istatiksel olarak veriler anlamli bulundu (p<0,05).

Tablo 4.11. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48. ve
72. saat sonrasinda olusan molekiiler agirlik degerlerinin ortalama ve istatiksel
verileri

Siire(saat) Uygulanan Protein Standart Standart P degeri

Doz MW sapma Hata
X
Kontrol 526,03 2,36 5,61 -
48 300ppm 543,94 2,42 6,57 0,02*
600ppm 550,6 7,87 7,64 0,013%
Kontrol 525,59 3,74 291 -
72 300ppm 551,83 4,12 2,64 0,007*
600ppm 559,47 10,45 7,39 0,013%

* Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklidur.

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48. ve 72. saat
sonrasinda SDS-PAGE analizi ile elde edilen protein bant profillerinin uygulama
gruplari i¢in ayr1 degerlendirilmesi ile elde edilen dendrogram ve uygulama gruplari
arasindaki uzaklik degerleri Sekil 4.15°de gosterildi. Dendrogram Past analizi
sonucunda Nei (1972)’ye gore hesaplanan veriler UPGMA (Unweighted Pair Group
Method With Aritmetic Mean) metoduna gore ¢izildi. Dendrogramda uygulama
yapilmis ve yapilmamis tohumlar iki ana kiime olusturdu. Her iki zaman uygulamasi
icin; 300 ppm kumarin uygulanmasi ve 600 ppm kumarin uygulamasi kontrol grubu

ayr1 dallanma gosterdi.
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Sekil 4.15. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmig L.culinaris tohumlarindaki 48. ve
72. saat sonrasinda SDS-PAGE ile elde edilen protein bant profillerinin uygulama
gruplari i¢in ayr1 degerlendirilmesi ile elde edilen dendrogram

4.3.3. Prolin tayini

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki 72. saat sonrasinda
olusan prolin miktarlarinin belirlenmesinde tiim gruplar 3 kere ¢alisildi ve sonuglarin
ortalamasi alinarak istatistiksel anlamliligit SPSS 18.0 programinda ANOVA testi
kullanilarak belirlendi (Tablo 4.12 ve Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki
72. saat sonrasinda olugan prolin miktarlar

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerinden 72. saat siire sonunda
tim deney gruplarindan ayri ayri olmak iizere ekstraklar hazirlandi ve bu
ekstraklardaki prolin (mg/g taze agirlik) miktari, standart grafik kullanilarak
belirlendi (Sekil 4.16). 72. saat sonrasinda Olgiilen prolin  miktarlar
degerlendirildiginde, kontrol grubunda 2,07 pg/g prolin miktar1 belirlenirken, 300
ppm kumarin konsantrasyonunda 2,81 pg/g ve 600 ppm kumarin konsantrasyonunda
4,00 pg/g olarak tespit edildi ve kontrole gore artan degerler tespit edildi (Tablo
4.12). 600 ppm kumarin uygulamasi istatiksel olarak farkli bulundu.

Tablo 4.12. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki 72. saat
sonrasinda olusan prolin miktarlarinin ortalama degerleri

Siire(saat) Uygulanan Prolin Standart Standart P degeri
Doz ng/g sapma Hata
X
Kontrol 2,07 0,39 0,43 -
72 300ppm 2,81 0,96 0,12 ,143
600ppm 4,00 0,98 0,44 ,002*

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.
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4.3.4. Lipid peroksidasyonu

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki 72. saat sonrasinda
olusan MDA miktarlarinin belirlenmesinde tiim gruplar 3 kere ¢alisildi ve sonuglarin
ortalamasi alinarak istatistiksel anlamliligit SPSS 18.0 programinda ANOVA testi
kullanilarak belirlendi (Tablo 4.13 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki 72.
saat sonrasinda 6l¢iilen MDA miktarlari

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki 72. saat sonrasinda
tespit edilen MDA miktarlar1 degerlendirildiginde, kontrol grubunda 2,04 nmol/g
MDA miktar1 belirlenirken, 300 ppm kumarin konsantrasyonunda 3,74 nmol/g ve
600 ppm kumarin konsantrasyonunda 4,30 nmol/g olarak bulundu ve kontrole gore
artan degerler tespit edildi (Tablo 4.13). 300 ppm ve 600 ppm kumarin uygulamasi

istatiksel olarak farkli bulundu.
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Tablo 4.13. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki 72. saat
sonrasinda olusan MDA miktarlarinin ortalama degerleri ve istatiksel verileri

Siire(saat) Uygulanan MDA Standart Standart P degeri
Doz nmol/g sapma Hata
X
Kontrol 2,04 0,52 0,69 -
72 300ppm 3,74 0,32 0,22 ,018*
600ppm 4,30 0,31 0,21 ,006*

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.
4.3.5. Hidrojen peroksit (H,0,) tayini

Kontrol grubu ve kumarin  uygulanmis L.culinaris koklerindeki  72. saat
muameleden sonra H,O, miktarlarinin belirlenmesinde tiim gruplar 3 kere ¢alisildi
ve sonuglarin ortalamasi alinarak istatistiksel anlamliligt SPSS 18.0 programinda

ANOVA testi kullanilarak belirlendi (Tablo 4.14 ve Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Kontrol grubu ve kumarin  uygulanmis L.culinaris
koklerindeki 72. saat sonrasinda 6l¢iilen H,O, miktarlar

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki 72. saat slire
sonunda tiim gruplardan ayr1 ayri olmak {izere ekstraklar hazirlandi ve bu
ekstrelerdeki H,O, (WM/g taze agirlik) miktari, standart grafik kullanilarak belirlendi
(Sekil 3.7).

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerinde 72. saat sonrasinda
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kontrol grubunda 22,94 uM/g H,O, miktar1 belirlenirken, 300 ppm kumarin
konsantrasyonunda 14,48 uM/g H,O, miktari, 600 ppm kumarin konsantrasyonunda
ise 40,15 pM/g H,O, miktar belirlendi. Bu degerlerle gore kontrole gore 300 ppm
kumarin  konsantrasyonunda HO, miktar1 azalirken, 600 ppm kumarin
konsantrasyonunda ise H,O, miktarnda artma tespit edildi (Tablo 4.14). 600 ppm

kumarin uygulanmasi istatiksel olarak farkli bulundu.

Tablo 4.14. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 72.
saat sonrasinda 6l¢iilen H,O, miktarlarinin ortalama degerleri ve istatiksel verileri

Siire(saat) Uygulanan H,0; Standart Standart P degeri
Doz ul\g/g sapma Hata
X
Kontrol 22,94 0,52 0,69 -
72 300ppm 14,48 0,32 0,22 ,150
600ppm 40,15 0,31 0,21 ,022%

* Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.

4.3.6. a-Amilaz aktivitesinin ol¢iilmesi

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarinda 48. ve 72. saat
sonrasinda olusan nisasta konsantrasyonun ve alfa amilaz aktivitesinin
belirlenmesinde tim gruplar 3 kere calisildi ve sonuglarin ortalamasi alinarak
istatistiksel anlamliligi SPSS 18.0 programimda ANOVA testi kullanilarak belirlendi
(Tablo 4.15 ve Sekil 4.19, Sekil 4.20).

81



0,2
@ 0,18
<016
E 2
= 0,14 |
g o
£ 0,12 &
< <’
£ 01 ’,'I," i #48 saat
g ’ CEE i
@ PR ] o
g 0,08 L ; 72 saat
M P <
< 0,06 EDERE K
A COEE o
%0,04 LB i
£ i e :
ERERE )
“ 0,02 e
LB K
0 >

Kontrol 300ppm 600ppm

Sekil 4.19. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarinda
48. ve 72. saat sonrasinda Ol¢iilen nigasta miktarlar

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarinda 48. ve 72. saat siire
sonunda deney gruplarindan ayri olmak {izere ekstreler hazirlandi ve bu ekstrelerdeki

nigasta konsantrasyonu (mg/ml) standart grafik kullanilarak belirlendi ( Sekil 4.17).

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarinda 48. saat sonrasinda
kalan nisasta konsantrasyonu miktarlar1 degerlendirildiginde, kontrol grubunda 0,10
+ 0,002 mg/ml nisasta konsantrasyonu belirlenirken 300 ppm kumarin
konsantrasyonunda 0,12 + 0,007 mg/ml belirlendi ve kontrole gore bir degisiklik
olmadig1 gozlendi. 600 ppm kumarin konsantrasyonunda 0,15 +£0,031 mg/ml olarak

belirlendi ve kontrole gore artis gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.15).

72. saat sonrasinda kalan nisasta konsantrasyonu miktarlar1 degerlendirildiginde,
kontrol grubunda 0,10 £0,010 mg/ml nisasta konsantrasyonu belirlenirken 300 ppm
kumarin konsantrasyonunda 0,11 +0,004 mg/ml nisasta konsantrasyonu belirlendi ve
kontrole gore bir degisiklik olmadig1 gozlendi. 600 ppm kumarin konsantrasyonunda
0,18 £0,031 mg/ml olarak nisasta konsantrasyonu belirlendi ve kontrole gore artis

gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.15).

48. ve 72. saat verileri karsilastirildiginda artan kumarin konsantrasyonunda ortamda

kalan nisasta miktarinin arttig1 gézlemlendi.
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Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48. ve 72. saat
sonrasinda alfa amilaz aktivitesinin degerleri ortamda kalan nisasta
konsantrasyonuna bagli olarak azalma gosterdi (Sekil 4.20). Buna gore 48. saat
sonrasinda kontrol grubunda alfa amilaz aktivitesi 1.498 U/ml belirlenirken 300 ppm
kumarin konsantrasyonunda 1.323 U/ml ve 600 ppm kumarin konsantrasyonunda
995,9 U/ml olarak belirlendi ve kontrole gore azalan degerler tespit edildi. 72. saat
sonrasinda 48. saate gore benzer veriler elde edildi. Kontrol grubunda alfa amilaz
aktivitesi 1.461 U/ml belirlenirken 300 ppm kumarin konsantrasyonunda 1.311 U/ml
ve 600 ppm kumarin konsantrasyonunda 934,81 U/ml kontrole gore azalan degerler
tespit edildi (Tablo 4.15). 48 ve 72 saatlik 600 ppm kumarin uygulamasi istatiksel
olarak farkli bulundu.

1.800
1.600
1.400
1.200
1.000

# 48saat

800 772 saat

600

Alfa amilaz aktivite U/ml

400

200

Kontrol
Sekil 4.20. Kontrol grubu ve kumarin konsantrasyonu uygulanmis

L.culinaris tohumlarinda 48. ve 72. saat sonrasinda ol¢iilen Alfa amilaz
aktivitesinin degerleri
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Tablo 4.15. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48.ve
72. saat sonrasinda olusan nisasta konsantrasyonunun ve alfa amilaz aktivitesinin
ortalama degerleri ve istatiksel verileri

Siire Uygulanan mg/ml nisasta Alfa Standart Standart P
(saat) Doz X=+S.S amilaz sapma Hata degeri
aktivitesi
U/ml
X
Kontrol 0,10+ 0,002 1.498 38,38 27,14 -
48 300ppm 0,12 + 0,007 1.323 34,00 24,04 0,218
600ppm 0,15+0,031 995,9 77,59 54,87 0,003*
Kontrol 0,10+ 0,010 1.461 74,45 52,64 -
72 300ppm 0,11 £+ 0,004 1.311 35,78 25,30 ,365
600ppm 0,18 0,031 934,81 100,74 71,23 ,022%

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

4.3.7. Katalaz aktivitesinin ol¢iilmesi

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki 72.saat sonrasinda
olusan Katalaz enziminin aktivitesi belirlendi (Sekil 4.21). Katalaz aktivitesinin
belirlenmesi i¢in yapilan deney 3 kere tekrar edildi ve ornekler arasindaki istatistiksel
farklilik SPSS 18.0 programi kullanilarak analiz edildi (Tablo 4.16). Istatiksel olarak

her iki ppm uygulanan kumarin konsantrasyonlar1 anlamli olarak farkli bulundu.
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Sekil 4.21. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerinde
72. saat sonrasinda saptanan katalaz aktivitesi degerleri

72 saat sonunda ornekler arasinda katalaz aktivitesinin farkliligi degerlendirildiginde
kontrol grubuna (5163,21 U/ml) gdre 300 ppm kumarin uygulamasinda (2998,15
U/ml) azaldig1 600 ppm kumarin uygulamasinda (4878,28 U/ml) ise arttig1 gortildii.

Tablo 4.16. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerinde 72. saat
sonrasinda saptanan katalaz aktivitesi ortalama degerleri ve istatiksel verileri

Siire(saat) Uygulanan Katalaz Standart Standart P degeri

Doz Aktivitesi sapma Hata
U/ml
X
Kontrol 5163,21 468,07 357 -
72 300ppm 2998,15 282,34 199,6 0,013*
600ppm 4878,28 296,27 209,4 0,038*

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklidir
4.3.8. Siiperoksit dismiitaz (SOD; EC.1.15.1.1) aktivitesinin belirlenmesi

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerinde 72.saat sonrasinda
saptanan SOD aktivitesinin degerlerinin belirlenmesi i¢in yapilan deney 3 kere tekrar
edildi ve ornekler arasindaki istatistiksel farklilik SPSS 18.0 programi kullanilarak
analiz edildi (Tablo 4.17 ve Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Kontrol grubu ve kumarin konsantrasyonu uygulanmis
L.culinaris koklerindeki 72. saat sonrasinda saptanan SOD aktivitesinin
degerleri

72 saat sonunda Ornekler arasinda SOD aktivitesinin farkliligi degerlendirildiginde
kontrol grubuna (0,51 U/mg) goére 300 ppm kumarin uygulamasinda (0,40 U/mg)
azaldig1 600 ppm kumarin uygulamasinda (0,13 U/mg) daha da azaldig1 goriildii.
Istatiksel olarak kumarin uygulanmasi anlamli olarak farkli bulundu ve SOD
aktivitesini inhibe ettigi tespit edildi.

Tablo 4.17. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerinde 72. saat
sonrasinda saptanan SOD aktivitesi ortalama degerleri ve istatiksel verileri

Siire(saat) Uygulanan SOD Standart Standart P degeri
Doz Aktivitesi sapma Hata
U/mg
X
Kontrol 0,51 0,03 0,03 -
72 300ppm 0,40 0,04 0,02 0,05*
600ppm 0,13 0,02 0,08 0,00*

* Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.
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4.4. Molekiiler Analizler
4.4.1. RAPD PZR analizleri
4.4.1.1. Genomik DNA ekstraksiyonu

Uygulama yapilmig ve yapilmamis c¢imlenmis mercimek tohumlarmin  kok
uclarindan yaklasik 200-300 mg kdk dokusu genomik DNA ekstraksiyonu igin
kullanildi. Tablo 4.18’de uygulama gruplart i¢in Thermo Scientific NanoDrop™
1000 Spectrophotometer cihazi ile okunan degerler gosterilmektedir. Izolasyon
sonucunda elde edilen 6rneklerin DNA kalitesini degerlendirmek i¢in, 260/280 nm
absorbans ve 260/230 nm absorbans oranlar1 genel spektral kalite ile birlikte analiz
edildi. Saf niikleik asitler i¢cin 260/280 nm spektral analiz i¢in 1,8- 2,0 aralifindaki
degerler DNA ve RNA i¢in iyi bir saflastirma oldugunu belirtir. 260/230 nm saflik
oran1 1,8- 2,2 araligindaki organik madde igerigi acisindan saf niikleik asit
degerlerini belirtirken DNA saflik degerlendirmesinin ikinci bir 6l¢iitiidiir (Thermo

Fisher Scientific, 2017).

Elde edilen bulgulara gore, kumarin uygulamasi yapilmis ve uygulama yapilmamis
tohumlarin 300 mg kok dokusundan ortalama olarak 20 pg/ml genomik DNA elde
edildi.

Hesaplarimiza gore, 300 mg kok dokusundan yaklasik 30 adet PZR reaksiyonunda
kullanilabilecek kadar genomik DNA izole edildi. izolasyon calismalarinin birden
fazla yapildig1 g6z oniinde bulunduruldugunda yeteri kadar DNA elde edildi. Elde
edilen genomik DNA’larin safligi (A260/A280) sirastyla 1,81, 1,93 ve 1,8 olarak
belirlendi (Tablo 4.18). Ayrica organik madde kontaminasyonun bir Ol¢iisii olan
A260/A230 oranlarinin degerleri DNA nin saflik acisindan iyi oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 4.18. izole edilen gDNA o6rneklerinin konsantrasyon degerleri ve saflik
miktarlari

Uygulama Konsantrasyon A260 Azso A260/A280 A260/A230 DNA

(ppm) (nm) (nm) (nm) (nm) ng/ ml

Kontrol 0 0,326 0,18 1,81 2,27 16,3
Kumarin 300 0,271 0,141 1,93 2,23 13,6
Kumarin 600 0,545 0,303 1,8 2,67 27,2

Hesaplanan genomik DNA miktarlarindan yola ¢ikilarak, her bir ¢aligma 6rnegi i¢in
genomik DNA’lar, %]1’lik agaroz elektroforezde yiiriitiildii (Sekil 4.23). Elde edilen
bulgulara gore, genomik DNA soliisyonlarinin RNA’dan arindirilmis, olduk¢a saf
oldugu belirlendi. Genomik DNA’lar 20 ng/ul konsantrasyon olacak sekilde PZR
reaksiyonu kurulumunda kullanildi. PZR 6ncesi stok ve ¢alisma genomik DNA’lar1
-20 °C’de derin dondurucuda saklandi. Nanodrop verileri ve agaroz jel goriintiileri
degerlendirilerek, kontrol grubu ve kumarin uygulamasi yapilan gruplara ait
DNA’larin, RAPD-PZR deneyleri i¢in yeterli miktarda ve saflikta olduguna karar

verildi.
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Sekil 4.23. Izole edilen gDNA 6rneklerinin agaroz
jeldeki goriintiisii ( M: Marker 1 kb DNA standarti,
K: Kontrol(Hoagland), 300: EC50 degeri (300
ppm), 600: 2x EC50 degeri (600 ppm)

4.4.1.2. RAPD profilleri

RAPD analizi i¢in 10 adet 10 bazlik rastgele primerler, L.culinaris bitkisi ile yapilan
diger RAPD c¢alismalarinda en ¢ok kullanilan ve sonu¢ alinan primerler arasindan
belirlendi. Bu primerlerden elde edilen ¢ogaltim {iriinleri degerlendirmeye alindi ve
giivenilir PZR iriinleri verdigi tespit edildi. Elde edilen cogaltim iiriinleri %2
oranindaki agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi. Sonuglar UVP-GelDocit jel
goriintiileme cihazinda incelenerek fotograflari ¢ekildi. RAPD sonuglarinin analizi ve
sonuglarin degerlendirilmesi ¢ekilen fotograflar {izerinden yapildi. 10 primer
kullanilarak uygulama yapilmis ve yapilmamis tohumlarin kdklerinden elde edilen
genomik DNA’lardan elde edilen RAPD profillerine ait jel goriintiileri Sekil 4.24°de
verildi.Her bir agaroz jelin birinci hattinda RAPD profillerine ait DNA bantlarinin
molekiiler agirligini belirlemek i¢in 50 bp DNA ladder markorii ytiriitiildii.

89



Sekil 4.24. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris
genomik DNA’larindan  OPAO1, OPA02, OPAO03, OPA04,
OPAO05,0PA06, OPA0O7, OPAO0S, OPA09, OPA10 primerleri ile
elde edilen RAPD profilleri. [M: GeneRuler 50bp Thermo Fischer,
K: kontrol (Hoagland), 300: 300 ppm (EC50) kumarin, 600: 600
ppm (2xEC50) kumarin
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Tablo 4.19. Her bir uygulama 06rnegi icin 10 primerle belirlenen DNA bantlarin
molekiiler agirliklar ve kontrole (K) gore, 300: 300 ppm (EC50) kumarin, 600: 600
ppm (2xEC50) kumarin uygulamalarinda mevcut “1” ve kayip “0” bantlar

Primer Molekiiler agirhk 300 600
ppm kumarin ppm kumarin
OPA 01 773 1 1
564 1 1
484 1 0
400 1 1
OPA 02 669 1 0
589 0 1
447 0 0
OPA 03 832 1 1
611 0 1
474 0 1
406 0 1
OPA 04 635 1 1
OPA 05 1524 0 1
1134 0 1
700 1 1
500 1 1
408 1 1
170 1 0
OPA 06 1754 1 1
119 1 1
552 1 1
OPA 07 1785 0 0
1111 0 1
317 0 1
OPA 08 673 0 0
400 0 0
330 1 1
264 1 1
OPA 09 1324 0 0
848 0 0
489 0 1
416 1 1
346 1 1
OPA 10 848 1 1
600 1 1
457 0 1
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Bu 10 primerin kullanimiyla her bir uygulama grubunda elde edilen DNA bantlarinin
varligi “1” ve yoklugu “0” Tablo 4.19°da matris tablosu olarak ayrmtili bir sekilde
verildi. Cogaltim sonucunda olusan bantlarin okunmasinda sadece kuvvetli bantlar

degerlendirmeye alindi.

Uygulama gruplarma ait DNA’lar ile yapilan PZR analizleri sonucunda kontrol
grubuna gore polimorfik ve monomorfik goriilen 10 adet primerin uygulama gruplari
arasindaki dagilimlar1 da incelendi. Analizler sonucunda kontrole grubuna gore 300
ppm ve 600 ppm kumarin uygulamasi i¢in 2 adet monomorfik ve 8 adet polimorfik,
bant profili gdsteren primer oldugu gozlendi. 300 ppm kumarin uygulamalar
sonucunda OPA 01,0PA 04 monomorfik diger bantlar ise polimorfik bant gosterdi.
600 ppm kumarin uygulamasi sonucunda OPA 03, OPA 04 monomorfik diger
bantlar ise polimorfik olarak gozlendi. Bu primerler ile elde edilen c¢ogaltim
iirinlerinin hepsi agaroz jel elektroforezi sonucunda ayni bant profili gosterdi (Tablo
4.20 ve Sekil 4.25). Polimorfik bantlar kontrol grubuna gore bant varlifi ya da

yokluguna gore degerlendirildi.

Tablo 4.20. Uygulama gruplarina gore monomorfik ve polimorfik bant yapisi
gosteren RAPD primerlerinin listesi. 300;300 ppm (EC50) kumarin, 600:600 ppm
(2xEC50) kumarin

Uygulama Gruplari Monomorfik Bant Yapis1  Polimorfik Bant Yapisi

(Kumarin ppm) Gosterenler Gosterenler
300 OPA 01,0PA 04 OPA 02,0PA 03,0PA 05,
OPA 06,0PA 07,0PA

08,0PA 09,0PA 10

600 OPA 03,0PA 04 OPA 01,0PA 02,0PA 05,
OPA 06,0PA 07,0PA
08,0PA 09,0PA 10

Tiim primerler ile elde edilen agaroz jel goriintiileri incelendiginde 3 farkli uygulama
grubu icin belirlenen toplam monomorfik ve polimorfik primerler Sekil 4.25’de

gosterildi.
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Sekil 4.25. Calismada kullanilan primerlerle uygulama gruplarina ait elde edilen
monomorfik ve polimorfik primer sayilar. 300;300 ppm(EC50) kumarin, 600:600
ppm(2xEC50) kumarin

Calismamizda yapilan analizler sonucunda degerlendirmeye alman 10 RAPD
primerinin her birinin ayr1 ayr1 polimorfizm yiizdeleri belirlendi. Bu verilere gore; en
fazla polimorfik bant veren primerlerin OPA06 ve OPAO7 oldugu belirlendi.OPA04
primerinin uygulama gruplari i¢in polimorfizm oraninin 0 oldugu gozlenlendi (Sekil

4.26).
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Sekil 4.26. Kullanilan RAPD primerlerinin polimorfizm ytiizdeleri

93



Calisilan 10 primer ile toplamda 97 DNA band1 ¢ogaltildi ve bu bantlarin agirliklar
170 bp (OPAOS) ve 1785 bp (OPAO07) baz cifti (bg) araliginda degisti. Tiim
uygulamalarda elde edilmis DNA band1 toplam sayis1 97 olarak tespit edildi. Her bir
primer 3 (OPA04) ile 16 (OPAOS) arasinda DNA band iiretti. Toplamda elde edilen
97 DNA bandinin 41 tanesi monomorfik bant, geriye kalan 39 tanesi ise polimorfik
DNA bandidir. Tiim uygulama gruplari i¢in belirlenen polimorfizm ve monomorfizm

ylizdeleri sirasiyla %48,75 ve %51,25 olarak belirlendi (Tablo 4.21).

Tablo 4.21. RAPD c¢alismalarinda kullanilan primerler, primer sekanslari, her bir
primerle elde edilmis DNA molekiiler agirliklar, toplam c¢ogaltilmig bant sayilari,
monomorfik ve polimorfik DNA bant sayilari

En En Toplam Polimorfik Monoformik
Primer ad1 Primer sekans1  bilyiik  Kii¢iik  ¢ogaltilmis  DNA sayisi  DNA sayist
553 DNA DNA bant
band1i  bandi
OPA 01 CAGGCCCTTC 748 372 11 1 7
OPA 02 TGCCGAGCTG 1484 250 8 5 3
OPA 03 AGTCAGCCAC 832 392 9 3 5
OPA 04 AATCGGGCTG 635 635 3 - 2
OPA 05 AGGGGTCTTG 1524 170 16 3 9
OPA 06 GGTCCCTGAC 1754 187 14 7 1
OPA 07 GAAACGGGTG 1785 317 8 7 1
OPA 08 GTGACGTAGG 673 254 8 4 4
OPA 09 GGGTAACGCC 1324 346 10 5 5
OPA 10 GTGATCGCAG 1400 400 11 4 4
Toplam 97 39 41
Polimorfizm %48,7
Monomorfizm %51,2
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RAPD profilleri, uygulama yapilmamis kontrol ve uygulama yapilmis (EC50 ve
2xEC50) L.culinaris kokleri arasinda ¢ogaltilmis DNA bantlarinin sayr ve
biiyiikliiklerinde belirgin farkliliklar (normal bir bandin kaybolmasi ve/veya yeni bir
bandin olusmasi) gosterdi. Uygulama yapilmis L.culinaris koklerinin RAPD
profillerinde belirlenen bu degisiklikler tiim ayrintilartyla birlikte Tablo 4.22°de
verildi. Yeni DNA bantlarinin molekiiler boyutlar1 187 (primer OPAO03) ile 1484
(primer OPAOQ2) baz cifti araliginda degisti. Yeni bantlarin %85°1 1000 baz ¢iftinden
kiigtiktiir. Kontrol RAPD profilleri ile karsilastirildiginda, test edilen tim 10 primer
kumarin uygulamasinda 4 - 10 yeni RAPD band1 ¢ogaldi. OPAO1, OPA04, OPAOS,
OPAO8 ve OPAQ09 primerlerinde yeni bir DNA bandi belirlenmedi (Tablo 4.22).
Ozellikle OPA06 primerinde 600 ppm kumarin uygulamasinda yeni olusan bant
sayis1 arttt. Kumarin uygulamalar1 igin OPA03, OPA06, OPA10 primerleri ile
cogalmis olan yeni bantlarin sayis1 300 ppm konsantrasyonuna goére 600 ppm
kumarin uygulamalarinda yiiksek bulundu. Uygulama gruplari arasinda en fazla yeni
DNA bandi 600 ppm (2XEC50) uygulamasinda belirlendi. Yeni DNA bantlarinin
toplam sayisinin kumarin konsantrasyonlarindaki artig ile belirgin bir sekilde arttigi
gozlendi. Kontrol RAPD profillerinde mevcut oldugu halde uygulama gruplarinda
kaybolmus bantlarin molekiiler biiytikliikkleri 170 (OPAOS) ve 1785 (OPAQ7) baz
cifti araliginda belirlendi. Kaybolmus bantlarin biiyiik bir kism1 (%80) 1000 baz
ciftinden daha kiicliktiir. Kontrole gore 300ppm kumarin uygulamasinda OPAQ?2,
OPAO03, OPAO05, OPAO07, OPA09, OPAI0 primerlerinde 600 ppm kumarin
uygulamasina gore kaybolan bant sayis1 fazladir. Uygulama gruplar1 arasinda en
fazla RAPD bandi kaybi (16bant) 300 ppm (EC50) kumarin uygulamasinda
belirlendi. Yeni bant olusumlart en fazla (10 bant) 600 ppm (2XEC50) kumarin
uygulamasinda belirlendi. Ozetle, toplamda en fazla RAPD band: degisikligi EC50
(21 bant) uygulamasinda belirlendi (Tablo 4.22).
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Tablo 4.22. RAPD primerlerinin ¢ogaltilmasi sonucu kontrolde elde edilen toplam
bant sayilar1 ve polimorfik bant veren primerler i¢in bulunmayan (-) ve bulunan (+)
DNA bantlarinin molekiiler biiyiikligii

Primer Kontrol 300ppm 600ppm
OPA 01 4 + 0 0

- 0 484
OPA 02 4 + 0 1484;250

- 589;447 589
OPA 03 5 + 0 0

- 611:474;406 0
OPA 04 1 + 0 0

- 0 0
OPA 05 6 + 0 0

- 1524;1134 170
OPA 06 3 + 447 1035;786;669;447;382;187

- 0 0
OPA 07 4 + 873;658;430 0

- 1785;1111;317 1785
OPA 08 4 + 0 0

- 673;400 673;400
OPA 09 5 + 0 0

- 1324;848;489 1324;848
OPA 10 3 + 418 1400;418

- 457 0
Toplam 39 16(-) 5(+) 7(-) 10(+)

Gen.Toplam 21 17

Tiim uygulama gruplar1 arasindaki genetik benzerlik katsayilar1 PAST programi
kullanilarak hesaplandi. Gruplar arasindaki genetik benzerlik katsayilar1 Tablo
4.23°de verildi. Kontrol grubuna gére 300 ppm kumarin uygulamasi genetik olarak
0,48 yakinlik gosterirken 2xXEC50 degeri olan 600 ppm de 0,59 yakinlik bulundu.
Kumarin konsantrasyonu arttig1 kontrol grubuna gore genetik mesafede artis gosterdi.
300 ppm ve 600 ppm kumarin uygulamalar1 genetik benzerlik farklar1 0,47 bulundu
(Tablo 4.23).
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Tablo 4.23. RAPD bulgularina gére 300 ppm ve 600 ppm kumarin uygulamalari
sonucunda PAST programinda hesaplanmis olan (Nei, 1978) genetik benzerlik
katsayilari

Uygulamalar Kontrol 300 ppm 600 ppm
Kontrol 1

300 ppm 0,48 1

600 ppm 0,59 0,47 1

Past analizi sonucunda Nei (1972)’ye gore hesaplanan, UPGMA (Unweighted Pair
Group Method With Aritmetic Mean) metoduna gore ¢izilen dendrogram Sekil
4.27°de verildi. Dendrogramda uygulama yapilmis ve yapilmamig kokler iki ana
kiime olusturdu. 300 ppm kumarin uygulanmasi1 ve kontrol grubu ayni dallanmada
yer alirken 600 ppm kumarin uygulamasi ayri dallanma gosterdi. Uygulama
gruplarinin kontrole gore genetik benzerliklerini gdsteren degerler ayn1 zamanda

Tablo 4.23°de gosterildi.

Benzerlik

=1 =1 =1 =3 =3 f—1

o —1 — <o o =

b= (] (== —~ b==1 b=
1

]
- 150
090

600 ppm
(0.59)

Kontrol Hoagland
(1.,000)

300 ppm
0.48)

Sekil 4.27. 300 ppm ve 600 ppm uygulamalarinin L.culinaris kokleri
tizerinde olusturdugu genetik polimorfizmi gdsteren dendrogram
(parantez icerisindeki rakamlar kontrole gore her bir uygulama grubu
icin hesaplanan genetik benzerlik katsayilarini1 gdstermektedir)

RAPD profillerinde belirlenen degisikliklerin nitel bir 6lgiisiinii gdsteren genomik
kalip DNA kararliligi (GKK,%) degerleri test edilen 8 primer i¢in hesaplanarak
Tablo 4.24’da verildi. GKK degerlerindeki azalma 600 ppm kumarin uygulamasinda
%45,8 iken 300 ppm kumarin uygulamasinda 9%48,5 olarak belirlendi. Genomik
kalip stabilitesi; DNA hasarinin diizeyi, DNA tamiri ve replikasyonunun verimliligi
ile ilgilidir. Bu nedenle, ¢ok yiiksek diizeyde DNA hasar1 diisiik diizeyde DNA

degisimleriyle karsilastirildiginda zorunlu olarak genomik kararlilig1 azaltmaz, ¢linkii
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DNA tamiri ve replikasyonu DNA hasarinin yiiksek sikligiyla baskilanir (Atienzar ve
Jha, 2006). Calismamiz sonucunda elde ettigimiz verilere gore; kumarin gruplari ile

muamele sonrasi ortalama genomik kalip stabilitesinde bir diisiis gozlendi.

Tablo 4.24. 300 ppm ve 600 ppm kumarin uygulanmis L. culinaris tohumlarinda 8
RAPD primeri i¢in hesaplanmis genomik kalip kararlilik degerleri (GKK, %)

Primerler Kontrol 300 ppm 600 ppm
(“)

OPA 01 100 100 75
OPA 02 100 33 0
OPA 05 100 66 83
OPA 06 100 66 0
OPA 07 100 0 66
OPA 08 100 50 50
OPA 09 100 40 60
OPA 10 100 33 33

Ortalama 48,5 45,8

4.4.2. Real Time PZR
4.4.2.1. RNA ekstraksiyonu

Kontrol grubu ve kumarin stresine tabi tutulmus orneklerden elde edilen RNA lar
cDNA sentezi i¢in kullanildi. Gerekli RNA miktarin1 belirlemek iizere saflik ve
miktarlart Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazi ile Olgiildi. Saflagtirma
sonrasinda 260/280 nm absorbans oranmnin 1,9 — 2,1 araliginda 260/230 nm
absorbans oraninin ise 2,0 — 2,5 arasinda olmast RNA safliginin iyi oldugunun
gostergesidir. RNA izolasyonu 3 tekrar seklinde calisildi. En yiiksek miktarda ve en
kaliteli orneklerle calisilmaya devam edildi. Tablo 4.25°de en iyi ¢ikan ve cDNA
sentezinde kullanilan 6rneklerin miktarlart verildi.Bu verilere gore en kaliteli ¢ikan
sonuglar olan kontrol grubu i¢in 1029,5ng/ml, 300 ppm kumarin i¢in 924,2 ng/ml ve
600 ppm icin 704,4 ng/ml RNA miktarlar1 ile cDNA sentezi ¢caligmalar1 yapildi.
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Tablo 4.25. izolasyonu yapilan RNA ’lara ait saflik ve miktar tayinler

Uygulama Konsantrasyon Azeo Asgo A260/A280 A260/A230 RNA

(ppm) (nm) (nm) (nm) (nm) ng/ml

25,587 12,099 2,11 2,26 1023,5

Hoagland 0 9,928 4,679 2,12 1,3 397,1
5,325 2,487 2,14 1,05 213

23,105 11,042 2,09 2,26 9242

Kumarin 300 19,717 9,359 2,11 2,26 788,7

13,808 6,649 2,08 1,87 5523

17,61 8,367 2,1 1,99 704,4

Kumarin 600 15,234 7,221 2,11 1,96 609,4

15,844 7,464 2,12 1,83 633,8

4.4.2.2. RT PZR icin standart grafiginin cizilmesi

Cihazin dogru olglim yapip yapmadiginin kontrolil i¢in housekeeping genlerinden
olan GAPDH (gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz) ile standart grafigi olusturuldu.
Bunun i¢in materyal boliimiinde anlatildigi gibi diltisyonlar olusturuldu.
Diliisyonlardan elde edilen Cq degerleri ve seyreltme oranlar1  standart egri
grafiginin olusturulmasinda kullanildi. Dogru ve uygun bir standart egri grafigi
olusturabilmek icin olusturulan grafigin en az {i¢ cDNA diliisyonu ile c¢akigmasi
gerektigi materyal malzeme boliimiinde belirtildi. Bu tez kapsaminda GAPDH geni
standart egrisini olusturabilmek amaciyla 6 logaritmik konsantrasyon kullanildi
(Tablo 4.26). Sekil 4.28’de goriildiigii gibi GAPDH standart egri grafigi kullanilabilir
nitelikte bir standart egri grafigidir.
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Tablo 4.26. Real-Time PZR testinde standart egri grafigi olusturmak i¢in kullanilan
cDNA sulandirma oranlar1 ve reaksiyon sonucunda elde edilen Cq degerleri

cDNA sulandirma Cq Degerleri
oranlari(pl)
107 40,18
10°° 39,12
10° 33,13
10" 28,99
10° 24.49
102 18,86

45
40
35
30
25

20 y =-4,418x + 50,679
15 R2=0,98073

10

Crossing point degerleri

1 2 3 4 5 6 7
log,, cDNA kopya/pl

Sekil 4.28. Real Time PZR tekniginin standart egrisi

Hedef genler olan CAT (katalaz), Cu/Zn SOD (Bakir/¢inko siliperoksit dismutaz) ve
Mn SOD (mangan siiperoksit dismutaz) genlerinin ifadesine ait sonuglar ve
housekeeping gen olarak secilen GAPDH genine ait veriler REST programina gore
hesaplandi (Denklem 4.1). Elde edilen Cq verilerinin standart hata, standart
sapmalari ve ortalama degerleri One Way ANOVA metodu kullanilarak tespit edildi.
Orneklerin gen ifade diizeyi REST programi ile hesaplandi. Tiim &rneklerin,
kullanilan housekeeeping genin ekspreyon diizeyine géore CAT, Cu/Zn SOD ve Mn
SOD genlerine ait elde edilmis Cq verilerinin ortalamasi alinarak, elde edilen veriler

ile CAT, Cu/Zn SOD ve Mn SOD genlerini ifade diizeyini gosteren grafikler ¢izildi.
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ACqHedef(Kontrol-Ornek
R_ (EHedefgen) q t )

(ERef: )ACqReferans(Kontrol-Omek) (4 1)
eferans gen

4.4.2.3. CAT geninin ifade diizeyi

Kontrol olarak Hoagland ¢dzeltisinde, EC50 degeri olarak 300 ppm kumarin ve
2xEC50 olarak 600 ppm kumarin c¢ozeltisinde 72 saat siire ile ¢imlendirilen
L.culinaris bitkisinin koklerinden aliman 6rneklerden RNA izolasyonu ve cDNA
sentezi gergeklestirildi. Analizler kontrol GAPDH, kontrol CAT, 300 ppm GAPDH,
300 ppm CAT ve 600 ppm GAPDH ,600 ppm CAT olacak sekilde PZR reaksiyonu
ticer tekrarli olarak Real Time PZR cihazinda yapildi. Florasan 151k temeline gore
reaksiyon takip edildi ve Cq degerleri belirlendi. Kontrol grubu ve kumarin stresi
altinda ¢imlendirilmis bitkilere ait CAT RT-PZR reaksiyonu profilleri asagida verildi
(Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil 4.31).

RFU (103)

%]
.

+ + + + + + + } + * + + T
60 70 80 20
Temperature, Celsius

Sekil 4.29. Kontrol GAPDH, kontrol CAT, 300 ppm GAPDH, 300
ppm CAT, 600 ppm GAPDH, 600 ppm CAT o&rneklerine ait melt curve
grafigi
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Melt Peak
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Temperature, Celsius

Sekil 4.30. Kontrol GAPDH, kontrol CAT, 300 ppm GAPDH, 300
ppm CAT, 600 ppm GAPDH, 600 ppm CAT &rneklerine ait melt peak
grafigi

Amplification
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Sekil 4.31.Kontrol GAPDH, kontrol CAT, 300 ppm GAPDH, 300 ppm

CAT, 600 ppm GAPDH, 600 ppm CAT 6rneklerine ait amplifikasyon

grafigi
Uygun miktar ve kalitede cDNA sentezini takiben g¢alismada taramasi yapilacak
hedef gen olan CAT ve housekeeping olarak se¢ilmis GAPDH genlerinin reaksiyon
optimizasyonlar1 ve 6n denemeleri yapildiktan sonra SYBR Green I master boyasi
kullanilarak Bio RAD CFX Connect™ Real-Time PZR cihazi ile Real-Time PZR

uygulamalar1 gerceklestirildi. PZR’1n etkinligini saptamak ve herhangi bir dimer
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olusumu olup olmadigini gozlemlemek amaciyla erime egrisi analizi grafikleri

olusturuldu. (Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil 4.31).

CAT ve GAPDH genine ait Real-Time PZR cihazindan alinan tiim Cq degerleri
Tablo 4.27°de verildi.

Tablo 4.27. CAT ve GAPDH genine ait Real-Time PZR cihazindan alinan tiim Cq
degerleri (Calisma 3 biyolojik tekrar igerdigi i¢in her bir 6rnek icin 3 adet Cq degeri
bulunmaktadir)

Siire(saat) Uygulanan Doz GAPDH Cq CAT
degerleri Cq degerleri

38,09 30,65

72 Kontrol 35,65 31,44
36,17 32,27

35,22 35,31

72 300ppm 35,50 36,57
38,64 37,63

35,73 35,45

72 600ppm 38,57 35,72
36,24 36,21

Uygulamalar sonucunda elde edilen Cq degerleri ortalamalari, standart hatalari,
standart sapmalar1 ve kontrol grubuna goére anlamli olup olmadigr Tablo 4.28’de
gosterildi. Bu verilere gore kontrol grubuna goére 300 ppm ve 600 ppm kumarin
uygulamalarinin ortalama Cq degerleri arasindaki fark istatiksel olarak (p<0,05)

anlamli bulundu.
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Tablo 4.28. CAT ve GAPDH genine ait Real-Time PZR cihazindan alinan tiim Cq
degerlerinin ortalamalari, standart sapma, standart hata ve kontrole gore olan
istatistiksel analiz sonuglari

Siire(saat)  Uygulanan  Cq degerleri Standart Standart P degeri

Doz X sapma Hata
72 Kontrol
36,63 1,04 1,98 -
GAPDH
Kontrol
31,45 0,66 0,46 -
CAT
72 300ppm
36,45 1,55 1,09 0,65
GAPDH
300ppm
36,50 0,94 1,16 0,003*
CAT
72 600ppm
36,84 1,23 0,87 0,79
GAPDH
600ppm
35,79 0,31 0,22 0,001*
CAT

* Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.

Kontrole gore gen ifade diizeyleri hesaplanirken kontol grubunun ekspresyon
seviyesi 1 olarak alindi. Diger oOrneklerin gen ekspresyon seviyeleri 1’e gore
kiyasland1. Eksi isareti ile verilen veriler genin ifadesinin azaldigini ve pozitif olarak
verilenler ise genin ifadesinin ¢ogaldigini belirtmektedir. REST programu ile elde
edilen CAT geninin ifade diizeyi verileri Tablo 4.29 ve Sekil 4.32°de verildi.
Kontrole gére CAT geninin ifade diizeyi 300 ppm kumarin uygulanmasinda -37,635

kat azalirken, 600 ppm kumarin uygulanmasinda ise -17,509 kat azaldu.

Tablo 4.29. REST programu ile elde edilen CAT geninin ifade diizeyi

Siire(saat) Uygulanan Doz CAT geninin ifade diizeyi
Kontrol |
7 300 ppm kumarin -37,635
600 ppm kumarin -17,509
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Sekil 4.32. REST programut ile elde edilen CAT geninin ifade diizeyinin
grafiksel gosterimi

4.4.2.4. Cu/Zn-SOD geninin ifade diizeyi

Kontrol olarak Hoagland ¢ozeltisinde, EC50 degeri olarak 300 ppm kumarin ve
2xEC50 olarak 600 ppm kumarin c¢ozeltisinde 72 saat siire ile ¢imlendirilen
L.culinaris bitkisinin koklerinden alinan 6rneklerden RNA izolasyonu ve cDNA
sentezi gerceklestirildi. Orneklerden kontrol GAPDH, kontrol Cu/Zn-SOD, 300 ppm
GAPDH, 300 ppm Cu/Zn-SOD ve 600 ppm GAPDH, 600 ppm Cu/Zn-SOD olacak
sekilde PZR reaksiyonu iicer tekrarli olarak Real Time PZR cihazinda
gerceklestirildi. Florasan 1s1k temeline gore reaksiyon takip edildi ve Cq degerleri
belirlendi. Kontrol grubu ve kumarin stresi altinda ¢imlendirilmis bitkilere ait Cu/Zn-
SOD RT PZR reaksiyonu profilleri asagida verildi (Sekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil
4.35).
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RFU (10%3)

Temperature, Celsius

Sekil 4.33. Kontrol GAPDH, kontrol Cu/Zn-SOD, 300 ppm GAPDH,
300 ppm Cu/Zn-SOD, 600 ppm GAPDH, 600 ppm Cu/Zn-SOD
orneklerine ait melt curve grafigi

Melt Peak

-d(RFU)/T

Temperature, Celsius

Sekil 4.34. Kontrol GAPDH, kontrol Cu/Zn-SOD, 300 ppm GAPDH,
300 ppm Cu/Zn-SOD, 600 ppm GAPDH, 600 ppm Cu/Zn-SOD
orneklerine ait melt peak grafigi
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Amplification

2000
1500 1

1000

RFU

500 -

Cycles

Sekil 4.35. Kontrol GAPDH, kontrol Cu/Zn-SOD, 300 ppm GAPDH,
300 ppm Cu/Zn-SOD, 600 ppm GAPDH, 600 ppm Cu/Zn-SOD
orneklerine ait amplifikasyon grafigi

Uygun miktar ve kalitede cDNA sentezini takiben g¢alismada taramasi yapilacak
hedef gen olan Cu/Zn-SOD ve housekeeping olarak secilmis GAPDH genlerinin
reaksiyon optimizasyonlar1 ve 6n denemeleri yapildiktan sonra SYBR Green I master
boyasi kullanilarak Bio RAD CFX Connect™ Real-Time PZR cihazi ile Real-Time
PZR uygulamalar1 gerceklestirildi. PZR’in etkinligini saptamak ve herhangi bir
dimer olusumu olup olmadigini gézlemlemek amaciyla erime egrisi analizi grafikleri

olusturuldu (Sekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil 4.35).

Cu/Zn-SOD ve GAPDH genine ait Real-Time PZR cihazindan alinan tim Cq
degerleri Tablo 4.30°da verildi.
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Tablo 4.30. Cu/Zn-SOD ve GAPDH genine ait Real-Time PZR cihazindan alinan
tiim Cq degerleri (Calisma 3 biyolojik tekrar icerdigi i¢in her bir 6rnek icin 3 adet
Cq degeri bulunmaktadir)

Siire(saat) Uygulanan Doz GAPDH Cq Cu/Zn-SOD Cq
kumarin degerleri degerleri
39,39 36,88
72 Kontrol 35,27 36,26
34,76 35,97
33,89 36,16
72 300ppm 34,33 36,42
28,61 32,39
34,79 35,86
72 600ppm 35,13 36,67
34,93 37,06

Uygulamalar sonucunda elde edilen Cq degerlerinin ortalamalari, standart hatalari,
standart sapmalar1 ve kontrol grubuna goére anlamli olup olmadigr Tablo 4.31°de
gosterildi. Bu verilere gore kontrol grubuna goére 300 ppm ve 600 ppm kumarin
uygulamalarinin ortalama Cq degerleri arasindaki fark istatiksel olarak (p<0,05)

anlamli bulunmada.
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Tablo 4.31. Cu/Zn-SOD ve GAPDH genine ait Real-Time PZR cihazindan alinan
tiim Cq degerlerinin ortalamalari, standart sapma, standart hata ve kontrole gore olan
istatistiksel analiz sonuglari

Siire(saat)  Uygulanan  Cq degerleri  Standart Standart P degeri

Doz X sapma Hata
72 Kontrol
36,47 2,47 1,46 -
GAPDH
Kontrol
36,37 0,46 0,26 -
Cu/Zn-SOD
72 300ppm
32,27 2,59 1,83 0,14
GAPDH
300ppm
34,99 1,84 1,30 0,36
Cu/Zn-SOD
600ppm
34,95 0,17 0,09 0,35
GAPDH
600ppm
36,53 0,49 0,35 0,7
Cu/Zn-SOD

Kontrole gore gen ifade diizeyleri hesaplanirken kontrol grubunun ekspresyon
seviyesi 1 olarak alindi. Diger Orneklerin gen ekspresyon seviyeleri 1’e gore
kiyasland1. Eksi isareti ile verilen veriler genin ifadesinin azaldigini ve pozitif olarak
verilenler ise genin ifadesinin ¢ogaldigini belirtmektedir. REST programi ile elde
edilen Cu/Zn-SOD geninin ifade diizeyi verileri Tablo 4.32 ve Sekil 4.36’da verildi.
Kontrole gore Cu/Zn-SOD geninin ifade diizeyi 300 ppm kumarin uygulanmasinda

-7,042 kat azalirken, 600 ppm kumarin uygulanmasinda ise -3,211 kat azaldi.

Tablo 4.32. REST programu ile elde edilen Cu/Zn-SOD geninin ifade diizeyi

Siire(saat) Uygulanan Doz Cu/Zn-SOD geninin ifade
diizeyi
Kontrol |
72 300 ppm kumarin -7,042
600 ppm kumarin -3,211
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Sekil 4.36. REST programi ile elde edilen Cu/Zn-SOD geninin ifade
diizeyinin grafiksel gosterimi

4.4.2.5. Mn-SOD geninin ifade diizeyi

Kontrol olarak Hoagland ¢o6zeltisinde, EC50 degeri olarak 300 ppm kumarin ve
2xEC50 olarak 600 ppm kumarin c¢ozeltisinde 72 saat siire ile ¢imlendirilen
L.culinaris bitkisinin koklerinden alinan 6rneklerden RNA izolasyonu ve cDNA
sentezi gergeklestirildi. Orneklerden kontrol GAPDH, kontrol Mn-SOD, 300 ppm
GAPDH, 300 ppm Mn-SOD ve 600 ppm GAPDH, 600 ppm Mn-SOD olacak sekilde
PZR reaksiyonu iiger tekrarli olarak Real Time PZR cihazinda calisildi. Floresan 11k
temeline gore reaksiyon takip edildi ve Cq degerleri belirlendi. Kontrol grubu ve
kumarin stresi altinda ¢imlendirilmis bitkilere ait Mn-SOD RT PZR reaksiyonu
profilleri asagida verildi (Sekil 4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39).
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Sekil 4.37. Kontrol GAPDH, kontrol Mn-SOD, 300 ppm GAPDH,
300 ppm Mn-SOD, 600 ppm GAPDH, 600 ppm Mn-SOD o6rneklerine
ait melt curve grafigi
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Sekil 4.38. Kontrol GAPDH, kontrol Mn-SOD, 300 ppm GAPDH,
300 ppm Mn-SOD, 600 ppm GAPDH, 600 ppm Mn-SOD o6rneklerine
ait melt peak grafigi
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Amplification

RFU (103)

Cycles

Sekil 4.39. Kontrol GAPDH, kontrol Mn-SOD, 300 ppm GAPDH, 300

ppm Mn-SOD, 600 ppm GAPDH, 600 ppm Mn-SOD o&rneklerine ait

amplifikasyon grafigi
Uygun miktar ve kalitede cDNA sentezini takiben ¢alismada taramasi yapilacak
hedef gen olan Mn-SOD ve housekeeping olarak se¢ilmis GAPDH genlerinin
reaksiyon optimizasyonlar1 ve 6n denemeleri yapildiktan sonra SYBR Green I master
boyas1 kullanilarak Bio RAD CFX Connect™ Real-Time PZR cihazi ile Real-Time
PZR uygulamalar1 gerceklestirildi. PZR’in etkinligini saptamak ve herhangi bir
dimer olusumu olup olmadigini gézlemlemek amaciyla erime egrisi analizi grafikleri

olusturuldu. (Sekil 4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39).

Mn-SOD ve GAPDH genine ait Real-Time PZR cihazindan alinan tim cq degerleri
Tablo 4.33’de verildi.
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Tablo 4.33. Mn-SOD ve GAPDH genine ait Real-Time PZR cihazindan alinan tiim
Cq degerleri (Calisma 3 biyolojik tekrar igerdigi i¢in her bir 6rnek icin 3 adet Cq
degeri bulunmaktadir)

Siire(saat) Uygulanan Doz GAPDH Cq Mn-SOD Cq
degerleri degerleri
38,66 29,07
72 Kontrol 33,86 29,21
36,77 29,96
36,84 27,41
72 300ppm 37,96 32,01
36,94 28,43
34,84 29,52
72 600ppm 35,37 29,98
33,99 29,93

Uygulamalar sonucunda elde edilen Cq degerleri ortalamalari, standart hatalari,
standart sapmalar1 ve kontrol grubuna goére anlamli olup olmadigr Tablo 4.34°de
gosterildi Bu verilere gore kontrol grubuna gore 300 ppm ve 600 ppm kumarin
uygulamalarinin ortalama Cq degerleri arasindaki fark istatiksel olarak (p<0,05)

anlamli bulunmada.
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Tablo 4.34. Mn-SOD ve GAPDH genine ait Real-Time PZR cihazindan alinan tim
Cq degerlerinin ortalamalari, standart sapma, standart hata ve kontrole gore olan

istatistiksel analiz sonuglari

Siire(saat)  Uygulanan Cq degerleri

Standart  Standart P degeri

Doz X sapma Hata
Kontrol
36,43 1,97 1,39 -
72 GAPDH
Kontrol
29,41 0,47 0,27 -
Mn-SOD
300ppm
37,54 0,50 0,35 0,61
72 GAPDH
300ppm
29,28 1,97 1,39 0,93
Mn-SOD
600ppm
34,95 0,17 0,09 0,35
72 GAPDH
600ppm
29,81 0,25 0,14 0,27
Mn-SOD

Kontrole gore gen ifade diizeyleri hesaplanirken kontol grubunun ekspresyon

seviyesi 1 olarak alindi. Diger orneklerin gen ekspresyon seviyeleri 1 e gore

kiyasland1. Eksi isareti ile verilen veriler genin ifadesinin azaldigini ve pozitif olarak

verilenler ise genin ifadesinin ¢ogaldigini belirtmektedir. REST programu ile elde

edilen Mn-SOD geninin ifade diizeyi verileri Tablo 4.35 ve Sekil 4.40°da verildi.

Kontrole gére Mn-SOD geninin ifade diizeyi 300 ppm kumarin uygulanmasinda

1,928 kat artarken, 600 ppm kumarin uygulanmasinda ise -3,673 kat azald.

Tablo 4.35. REST programu ile elde edilen Mn-SOD geninin ifade diizeyi

Siire(saat) Uygulanan Doz Mn-SOD geninin ifade
diizeyi
Kontrol |
72 300 ppm kumarin 1,928
600 ppm kumarin -3,673
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Sekil 4.40. REST programi ile elde edilen Mn-SOD geninin ifade
diizeyinin grafiksel gosterimi
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda bitkilerde sekonder bilesikler olarak ortaya c¢ikan kumarinin
ekonomik ve besin degeri yiikksek olan L. culinaris’in ¢imlenme iizerine etkisi
belirlendi. Bu sonuglar kullanilarak probit analizi ile EC50 degerleri tespit edildi.
EC50, 2xEC50 kumarin konsantrasyonlart ve kontrol grubu olarak kullanilan
Hoagland ¢ozeltisinde ¢imlendirilen L.culinaris bitki koklerinin 48. ve 72. saatlik
¢imlendirilme sonucunda olusan mitotik indeks ve kromozom anormalliklerinin
tespiti yapildi. Biyokimyasal c¢alismalarda toplam protein miktarina, H,O,
konsantrasyonlarindaki degisiklige ve  alfa amilaz, katalaz, siiperoksit dismutaz
enzim aktivitelerine bakildi. Lipid peroksidayonunun son firiinlerinden biri olan
malondialdehit analizleri ile lipid peroksidasyon degisimleri hesaplandi ve ayrica
yine stres kosullarinda artig gosteren bir amino asit olan prolin konsantrasyonundaki
degisim takip edildi. Ayrica tohumda toplam protein miktarlarindaki degisimleri
belirlemek ve Bradford yontemi ile yapilan ¢oziinebilir total protein miktarini
desteklemek amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi. Genomik DNA’da olusabilecek
polimorfizmin saptanmasi i¢in OPA serisi  primerler ile RAPD-PZR caligmasi
yapildi. Caligmamizin en son asamasinda Real Time PZR uygulamasi ile katalaz,
Cu/Zn-SOD ve Mn-SOD enzimlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri belirlendi. Bu
calisma sonucunda ekonomik degeri olan ve ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilan
kumarinin model organizma olan L. culinaris iizerindeki sitotoksik, genotoksik ve

biyokimyasal etkileri ilk defa aragtirildu.
5.1. EC50 Belirlenmesi

Probit analizi Finney’in 1971 yilinda buldugu bir istatistik analiz yontemidir.
(Coziimleme yontemi regresyona dayanir. Probit analizi biyoloji dahil, saglik, tarim,
kimya, endustri gibi pek cok alanda kullanilmaktadir (Finney, 1971). Bu prosediir
uygulanirken, diger farkli etmenlerin arasinda olan iliski, analizde grafiklerle
logaritmik olarak hesaplanir (bozuk, bozuk degil, {iriin satildi,satilmadi, sag, 6li, vb).
Bu analizde hesaplama yaparken bir populasyonun %]1’inden %99’una kadar

ortamda bulunan maddenin o populasyon iizerindeki 6ldiiriicii konsantrayonu/dozu
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hesaplanir. Letal konsantrasyon (LD50) populasyonun %350’sini Oldiiren etkin
dozdur. Zehir-6liim etkisinin arastirildig1 ¢alismalarda % 50 6ldiirmeyi veren uyarici
seviyesinin degerli bir istatistik oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Uyaricinin
seviyesinin Olime neden olmadigr deneylerde EC50 (ortalama etkili seviye)

tanimlamasi yapilmstir.

Toksik ajanlarin miktarlarimin diisiik oldugu zaman organizmalarda 6liim olmayabilir
ya da c¢ok diisiik konsantrasyonlarda 6liim olabilir. Toksik madde miktarlar1 arttik¢a
Oliim orani da artar ve belirli bir miktardan sonra ise canlilarin timiiniin 6ldiigi
sOylenebilir. Doz ve canlilik arasindaki iligkiyi arastiran c¢aligmalarda toksik madde
konsantrasyonu ile oliim orani arasinda sigmoid bir iligki vardir. Ancak bu
hesaplamalarda elde edilen degerlerin tahmini degerler olduklar1 belirtilmistir.
Toksik madde konsantrasyonlarimin tabii logaritmalari ile 6liim oranlarinin probitleri
arasinda lineer bir iliski bulundugunda, probit regresyon hattinin elde edilmesi ile
EC50 degerinin daha dogru elde edilmesi saglanabilir (Diizglines ve Diizgiines,

1958).

Literatiir taramalarinda probit analizi ile kumarin maddesinin &zellikle bitkiler
izerinde toksik doz hesaplamasi yapilmis bir veri ile karsilasiimadi. Yukarida verilen
teorik bilgilerden probit analizinin bu tiir ¢aligmalarda giivenilir bir test kaynagi

olarak kullanilabilecegi diistintildii.
5.2. Sitolojik Analizler
5.2.1. Kumarinin ¢imlenme yiizdesi ve kok uzunluklar1 degerleri iizerine etkileri

Cimlenme, embriyonun uygun sartlar altinda geliserek kokii olusturacak radikulanin
ve gdvdeyi meydana getirecek plumulanin tohumdan g¢ikmasi olayidir. Tohumlar
hemen ¢imlenmeyip cesitli i¢ ve dis faktorlerin etkisi ile bir siire uyku halinde
(dormant) kalirlar. Uygun ¢evre sartlar1 (sicaklik, su, 151k, oksijen vb.) olustugunda
tohum su alip ¢imlenmeye baglar. Bitki tiirlerine gore farkliliklar olsa da tohumlar
genelde en iyi % 20 oksijen ve % 0,03 karbondioksit ortaminda ¢imlenme gosterir

(Mayer ve Mayber, 1982; Taiz ve Zeiger, 2002; Yentiir, 2003).

Cimlenme ile tohumda baz1 fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler diizeyde

degisiklikler meydana gelir. Tohum ¢imlenmesi birbirini izleyen bir dizi reaksiyonu
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iceren 3 evrede gergeklesmektedir. Dormant haldeki I. evre tohum tarafindan suyun
alindigy, II. evre protein sentezinin oldugu, III. evre fide gelisiminin basladig1 evredir
(Bewley ve Black, 1994; Srivastava, 2002). Su alimin1 izleyen siire i¢erisinde hiicre
membranlarinin permeabilitesi artmakta, mitokondri ve nukleus gibi organellerde
yapisal degisikler olugmaktadir. Cimlenme asamasindaki, ilk metabolik degisim
solunum hizinin artmasidir. Ikinci metabolik degisim, depo materyallerinin
yikimidir. Depo maddelerinin yikimi sonucunda tohumdan embriyoya, kotiledondan
bliyliyen kisimlara madde tasinmasi ve yikim iriinlerinden yeni maddelerin
sentezlenmesi gibi Onemli kimyasal degisimler olusmaktadir. Cimlenmenin
baglamasiyla dormant durumundan c¢ikan tohumlarda madde kaybi ile birlikte
agirlikta da azalma meydana gelmektedir. Ozellikle diisiik molekiil agirlikl
maddeler, iyonlar, sekerler ile amino asitler ¢cimlenme ortamina gegebilirler. Yikim,
tasinma ve sentez gibi olaylar enzimler tarafindan yapilir. Bu enzimler kuru
tohumlarda inaktif durumdadirlar ancak tohum uyarildiginda aktif hale gecerler ve

cimlenmenin ileri evrelerinde aktivitelerinde artislar gosterirler.

Cimlenen tohumlarda meydana gelen diger bir onemli degisim DNA ve RNA
miktarindaki degisimdir. DNA sentezi c¢imlenmenin ileri evresinde meydana
gelirken, RNA icerigindeki artis olduk¢a erken evrede meydana gelmektedir.
Cimlenme enerji isteyen bir olaydir, ilk asgamada solunum yolu ile enerji saglanirken,
sentez i¢in gerekli metabolitler de pentoz fosfat yan yolundan saglanir. Cimlenme
stirecinde hormonlar yeniden sentez edilir ya da dokuda mevcut inaktif formlarindan
aktif formlarina doniistiriiliirler (Raven ve Johnson, 1999; Srivastava, 2002).
Dormant durumundaki tohum su alinca embriyodaki gibberellinler alevron
tabakasina hareket eder, gibberellik asitler alevron tabakasinda a- ve B-amilaz,
hidrolazlar, glukonazlar, nukleaz, proteaz gibi hidrolitik enzimlerin sentezini ya da
salimmasini uyarir. Endosperme salinan bu enzimler ile yikim sentez reaksiyonlari
meydana gelir. Bu sekilde sitokinin ve oksin gibi biiylime hormonlar1 serbest kalir.
Endospermde olusan bu hormonlar embriyoya iletilerek hiicre boliinme ve uzamasini
uyarir. Cimlenmenin kontrolii i¢sel ve g¢evresel faktorler olmak iizere iki kisimda
incelenebilir. Cimlenmeyi tesvik ediciler sitokininler (kinetin, zeatin), GA ile etilen
gibi hormonlar ve potasyum nitrat, tiyoure, strigol gibi basit yapili bilesikler

sayilabilirken, ¢cimlenmeyi engelleyiciler ise hormon olarak ABA ve bilesikler olarak
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da trans-sinnamik asit, kumarin, kafeik asit, ferulik asit, siyaniir, dinitrofenol ve
hidroksilamin gibi maddeler sayilabilir (Mayer ve Mayber, 1982; Srivastava, 2002;
Yentiir, 2003).

Calismamizda ¢imlenen tohum sayisinin artan kumarin konsantrasyonlarinda gittikce
diistiigii gozlendi. 300 ppm konsantrasyonda cimlenen tohum sayisinda kontrol
grubuna gore yariyartya diisiis belirlendi. Ozellikle kontrol grubunda 72 saat
sonunda %90 olan ¢imlenme yiizdesinin kumarin konsantrasyon artigina paralel
olarak Onemli oranda azaldigi tespit edildi. Tohumlarm 3. 5. ve 7. giindeki
goriiniimlerine bakildiginda tohumlarin gelisim asamasinin 7. giiniinde 600 ppm
kumarin konsantasyonunda ¢imlenmenin c¢ok azaldigi tespit edildi. Kumarin
uygulanan  tohumlarin  kok  gelisimi  kontrole  gére artan  kumarin

konsantrasyonlarinda 6nemli oranda yavasladigi soylenebilir.

Cimlenme agamasinda artan kumarin konsantrasyonunda kontrol grubu gore kok
uzunluklarinda 6nemli degisikler meydana gelmistir. Hoagland ¢ozeltisi uygulanan
kontrol grubu ile kumarinin farkli konsantrasyonlartyla 24, 48 ve 72 saat muamele
edilen L.culinaris tohumlarindaki ¢imlenme ylizdesindeki degisime gore kok
uzunluklarma  ait  ortalama  degerlerine  bakildiginda  etken = madde
konsantrasyonlarindaki artmalara paralel olarak kdk uzunluklarinda azalmalar tespit

edildi ve bu veriler kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Yapilan literatiir taramalarinda kumarin maddesinin ¢esitli bitkilerde ¢imlenme olay1
tizerine hem olumlu hem olumsuz etkilerinin oldugu saptandi. Saleh  ve
arkadaglarinin (2015) yilinda yaptiklar1 arastirmada kumarinin Vicia faba L.’nin
cimlenmesine, gelismesine ve bazi fizyolojik parametreler iizerindeki etkisine
bakmiglar ve kumarinin dogrudan uyguladiklart bitki ¢esidinin, biiyiime ve
fizyolojisini aktif bir biliylime maddesi olarak etkileyebilecegini ve fitohormon
metabolizmasi ile etkilesiminin olabilecegini agiklamislardir. Bizim ¢aligmamizdaki
sonuclar ile bu aragtirmadaki sonuglar farklidir. Saleh ve arkadaslari kumarinin
tesvik edici yoniinii ileri slirerken bizdeki sonuglar kumarinin ¢imlenme tizerindeki
inhibisyon etkisinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu durumun farklilig
bitki tiiriiniin farkli olmasina ve ortam kosullarina baglanabilir. Mata ve dig. (1998),

Kupidlowska ve dig. (1994) yaptiklar1 calismalarda dogal kumarin tiirevi olan
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imperatorinin ve kumarinin, hedef  bitkilerde ATP sentez ve fosforilasyon
mekanizmalarini inhibe etttigini, mitokondriyal matriskteki yapisal degisikliklerin
yogunlagmasima ve bu organellerin olusumunda, fizyolojisinde degisiklige sebep
olduklarini ve allelopatik ajan olarak davrandigini rapor etmislerdir. Bu degisiklikler
sonucunda enerji metabolizmasi etkiledigini aciklamislardir. Bu ¢alismalardan yola
cikarak yukarida verilen bilgiler ile kumarinin ¢imlenme asamasindaki L.culinaris
hiicrelerinde membran permabilitesine etki ederek solunum mekanizmasini
etkiledigini diisiiniiyoruz. Cimlenme oranlarindaki azalmanin sebebi de bu olabilir.
Ayni sekilde Wu ve dig. (2016), Shettel ve Balke’nin (1983), Ahrabi ve dig. (2011),
Abenovoli ve dig. (2004; 2006), Aliotta ve dig. (1992), Zhou ve dig. (2013), Li ve
Gao (2011), ve Pergo ve dig. (2008) yaptiklari arastirmalarda kumarin ve tiirevlerinin
uyguladiklar1 hedef bitkilerde hem tohum c¢imlenmesi hem de fide gelisiminde
onemli inhibisyona neden oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢aligmalar bizim yaptigimiz
caligmay1 destekler niteliktedir. Kumarinin L.culinaris tohumlarinda ¢imlenmeyi ve
kok uzunlugunu geciktiren ve inhibe edebilen bir sitotoksik ajan gibi davrandigi

goriisiindeyiz.
5.2.2. Kumarinin mitotik indeks tizerine etkileri

Bitkisel organizmalara uygulanan toksik maddelerin olusturdugu etkilerin
incelenmesi i¢in kok ucu meristematik hiicrelerinde kromozom anormaliklerinin ve
mitotik indeksin arastirilmasi onemlidir. Mitotik indeks hiicre boliinme frekansini
yansitir ve kok gelisim oranini belirlemede 6nemli bir parametre olarak kullanilir
(Jiang ve dig., 2000). Bitkilerde mitoz bdliinme incelemesi i¢in en ¢ok kok ucundan,
geng yapraklardan ve kii¢iik ¢icek tomurcuklarin petal yapraklarindaki meristematik
hiicrelerden yararlanilmaktadir. Meristematik dokular kdk wucu ve gdovde
stirglinlerinde bulunmaktadir ve bu yapilar bitkinin tiim yasami boyunca boliinebilme
yetenegindedir bu yilizden mitoz boliinme bitkilerde meristematik dokularda
arastirilabilir. Kok uclar1 ile ugragsmanin kolay olmasi, kok meristeminin bdliinen
birgok hiicre icermesi, kok uglarmin kimyasallarla dogrudan etkilesebilir olmasi,
kolay ve ucuz elde edilebilirlikleri yoniinden arastirmacilar tarafindan daha ok
tercih edilmektedir. Kok ucu meristematik hiicrelerdeki mitotik safhalarin sitolojik

olarak incelenmesi ile mitotik indeks hesaplanabilir. Kromozom sayimi
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caligmalarinda ve toksikolojik calismalarda kullanilmaktadir. Boylece kimyasal

maddenin hiicre boliinmesi lizerindeki etki mekanizmalar1 konusunda bilgi verebilir.

Calismamizda mitotik indeks oram1 T{izerine ECS50 ve 2xEC50 kumarin
konsantrasyonlarinda L.culinaris tohumlar1 {lizerindeki  etkisi istatiksel olarak
anlamli (P<0,05) bulundu. Kontrol ve uygulama gruplar1 kendi aralarinda
kiyaslandiginda uygulanan kumarin dozu arttik¢a mitotik indeks yiizdesinde dnemli
oranda diislis  gozlendi. Mitotik indeksteki azalma, kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda %22’°nin altina diiserse letal etki (Antonsie-wiez, 1990), %50 nin
altina diigerse subletal etki (Panda ve Sahu, 1985) degeri olarak belirtilmektedir. Bu
degerler, arastirmacilar tarafindan sitotoksik sinir degerleri olarak tanimlanmistir
Sharma, 1983). Mitotik indeksteki diisiisiin nedenlerini Schulze ve Kirscher (1996),
mitozu baskilayici etkiye sahip genotoksinlerin DNA ve niikleopretin sentezini bloke
etme giiciine sahip olmalar1 ile belirtmislerdir. EI-Ghamery ve dig. (2000) ise mitozu
durduran etkiyi, Gl fazinin bloke olmast ile S fazinda DNA sentezinin
baskilanmasinin neden oldugunu agiklamislardir. Bal (1995), yaptigi calismada
mitotik indeksteki diislisiin nedeninin mitotik dongiiye girmis, toksik kimyasal
ajanlara kars1t korumasiz hiicrelerin fizyolojik cevabi olarak; enerji yollaginin,
protein, RNA ve DNA sentezlerinin inhibe olmasindan kaynaklanabilecegini
belirtmistir. Kaymak (2005), ¢esitli kimyasallarin kromozomlarda mitoz boliinme
icin gerekli olan ig ipliklerinin olusumunu saglayan temel proteinleri mikrotiibiilleri
etkilemesi sonucunda olabildigini agiklamistir. Eun ve dig. (2000) kimyasal ajanlarin
mikrotiibiil organizasyonunu degistirdigini ve dolayli olarak mitoz aktivitesini
engelledigini belirtmislerdir. Kupidlowska ve dig. (1994) yaptiklar1 c¢aligmada
kumarinin Allium cepa kok uglarinin meristematik hiicrelerinde mitozu geciktirdigini
belirtmislerdir. Bu bilesiklerin, mitozu geciktirmesi, oksijen alimimi azaltmasi ve
mitokondriyal yapidaki degisikliklere sebep olmasindan dolay1 allelokimyasal yapida
olmalar1 seklinde agiklamiglar. Abenavoli ve dig. (2003) allelokimyasal bilesik
kumarinin hiicre dongiisiiniin bir inhibitdrii olarak rol oynadigini ve yaslanmay1
tesvik edici madde olarak hareket edebilecegini Ongiirmiislerdir. Etken maddenin
L.culinaris kok hiicrelerindeki mitotik indekste azaliglara sebep olmasi, hiicre
boliinmesindeki kontrol noktalarmi diizenleyen genleri veya gen {riinlerini

etkilemesinden olabilecegi gibi enerji metabolizmasinin, protein, RNA ve DNA
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sentezlerinin inhibe olmasindan, mikrotiibiil organizasyonunu degistirmesinden ve ig
ipliklerin olusumunu saglayan temel proteinlerin sentez mekanizmasinit etkilemesi
sonucunda da olusabilir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar daha 6nce yapilan
benzer calismalarla uyum gostermektedir. Artan kumarin konsantrasyonun hiicre

boliinmesi iizerinde inhibisyon etkisi yaptig1 gézlendi.
5.2.3. Kumarinin hiicre boliinmesi ve kromozom anormallikleri iizerine etkileri

Genotoksisite, sitotoksisite arastirmalarinda toksik kimyasal ajan ig¢in ¢ok sayida
kromozom preparatlarinin hazirlanmasi, anormallik oranlarinin ayr1 doz ve siireler
icin belirlenmesi, yiizlerce hiicrenin mikroskopta sayilmasi, incelenmesi ve
istatistiksel hesaplamalarla sonuca gidilmesi arasgtirmanin giivenirliligi agisindan
onemlidir. Kromozom anormalliklerinin genotoksik ve sitotoksik maddeler igin
indikatoér oldugu belirtilmektedir (Ertiirk, 2013). Bitkilerin depolanmasinin,
tasinmasinin, kullanilmasinin ~ kolay, wucuz olmast ve 1iyi gozlenebilen

kromozomlarinin varlig1 bu tiir aragtirmalarda tercih edilmesini saglar.

Kromozom sayisindaki ve yapisindaki degisimler, toksik kimyasal ajanlarin etkisi ile
kromozomlarin anormal yerlesmesi sonucunda meydana gelirler. Kromozom kaybina
ornek olarak geri kalmig kromozom, yapisiklik, multipolarite, c- mitoz verilebilir.
Kromozomlarda kiriklara sebep olan maddeler kromozom kopriisii olusumunda veya
kromozom yapisinda degisiklige neden olabilirler (Leme ve Marin-Morales, 2009;
Radic ve dig., 2010). Geri kalmis kromozomlar; ig ipliklerinin organizasyon veya
fonksiyonlarinda meydana gelen bozukluklar sonucunda (Yildiz ve dig., 2009;
Findikli ve Tiirkoglu, 2010; Tiirkoglu, 2012), anafaz kopriisii; esit olmayan kromatin
degisimindeki transanlokasyon, disentrik kromozom varligi, kromozom ve
kromotinlerin kirilmasi sonucunda (Liman, 2013), c-mitoz olusumu; ig ipliklerindeki
bozulmalar sonucunda (Yoshida ve dig. 1983), kalgin kromozomlar; ig ipliklerinin
etkilenme durumuna bagli olarak kromozomlarda geri kalma, kromozomal
hareketlerin yetersizligi ya da sinyal siirecinde meydana gelen diizensizlikler
sonucunda, multipolarlik; ig ipliklerinin kismi etkilenmesi sonucunda (Ahmad 1983),
kromozomlarda yapisiklik ise; kromatin proteinlerinin fiziksel adezyonu sonucunda
(Patil ve Bhat, 1992) olusabilmektedir. Koprii olusumunun kromozomal

yapisikliklar, disentrik kromozom olusumu ve kardes kromatidlerde birlesme,
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kromozomlarin kutuplara dogru hareketi sirasinda meydana gelebilecegi rapor
edilmistir. Ayrica kopmus kromozom parcalari mikronukleus olusumuna ve genetik

materyal kaybina sebep olabilir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Calismamizda 48 ve 72 saatlik periyotlarda kontrol grubuna gore artan kumarin
konsantrasyonlarinda anormal bdliinen hiicrelerde artis gozlemlendi. 48 saatlik
stirede kontrol grubuna gore en fazla anormal boliinen hiicre 600 ppm kumarin
konsantrasyonunda metafaz evresinde gozlendi. 72 saatlik siirede ise kontrol grubuna
gore en fazla anormal bdliinen hiicre 600 ppm kumarin konsantrasyonunda anafaz
evresinde gozlendi. Bu veriler artan kumarin konsantrasyonlarinin her bir boliinme
evresinde anormal boliinen hiicre miktarlarini artirdigint gostermektedir. Hiicredeki
bir protein ya da enzimin inhibisyonu ya da yapisinin bozulmasi, o hiicredeki
faaliyetleri de olumsuz yonde etkileyeceginden farkli sonuglar olusabilir. Herhangi
bir enzim inhibisyonu sonucunda, boliinmeyi herhangi bir sathada durdurabilir ya da
enzim aktivasyonu ile boliinme uyarilabilir ve daha hizli béliinme olabilir. Grana ve
dig. (2017) kumarin grubuna ait dogal bir bilesik olan skopoletinin hiicre ¢eper
deformasyonlari, ¢cok cekirdekli hiicreler, anormal ¢ekirdekler ve doku diizensizligi
gibi koklerde hiicre ve doku anormallikleri olusturdugunu gostermislerdir.
Skopoletinin, mitokondriyal membran depolarizasyonuna sebep oldugunu
belirtmislerdir. Yapilan literatiir incelemeleri sonucunda, kumarin ve tiirevi olan
maddelerin hiicre boliinmesinin her siirecinde etkili oldugu ve bu nedenle de farkl

boliinme fazlarinda farkliliklar ortaya ¢ikardigi agiklanabilir.

48 saatlik ve 72 saatlik siirelerde ortaya g¢ikan kromozom hasart ¢esitleri ve
oranlarina bakildiginda; en ¢ok rastlanan kromozom hasarilar1 diizensiz profaz,
niikleus deformasyonu, diizensiz metafaz dir. En az rastlanan hasarlar multipolarite,
boliinme diizleminde degisim ve tabla kaymasi olarak belirlendi. Toksik maddeler ig
ipliklerini iglevsiz hale getirerek kromozomlarin kutuplara cekilmesini engeller,
metafazi bloke eder. Kutuplara gd¢ etmesi engellenen kromozomlar birbirlerine
yaklasarak yapisik bir goriintii olustururlar (Ventura-Camargo ve dig., 2011). Bu
bilgiden yola ¢ikarak diizensiz metafaz anormalliginin fazla goriilmesi kumarinin ig
ipliklerine etkisinin yiiksek diizeyde oldugu goriisiinii 6ne ¢ikartabilir. Yapilan bagka
bir ¢alismada, elektromanyetik alanin Vicia faba tizerinde olusturdugu kromozom

anormallikleri incelendiginde profaz ve metafazda gozlenen kromozom
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anormalitesindeki artiglarinin nedeni, boliinme sirasinda kardes kromatidlerin
ayrilma siirecinin yavaslamast ve kromozom yogunlagsmasinin etkilenmesinden
kaynaklandigin1 belirtmislerdir (Rapley ve dig., 1998). Ayrica metafazdaki
kromozom anormalliginin fazla olmasini, kardes kromatidler arasindaki baglantinin
kaybolmasi ile olusan ve anafazin baglamasina sebep olan sinyal siirecindeki
gecikmeden kaynaklanmis olabilecegini agiklamiglardir. Multipolarlik ve kalgin
kromozomlar ile c-mitoz seklinde ortaya ¢ikan anormallikler, mikronukleus olusumu
ya da kromozom kaybu ile sonuglanabilir. Multipolarlik, kalgin kromozom ve c-mitoz
gibi anormalliklerin gézlenmesi kumarin toksitesi sonucuna bagl olarak ortaya ¢ikan
serbest radikallerin, mitotik ig ipliklerinde meydana getirdigi hasarlar sonucunda
ortaya cikabilir. Ig iplikleri hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin kutuplara
dogru hareketinde Onemli bir role sahiptir. Bu anormalliklerin varligi kumarin
maddesinin, ig olusumunu veya fonksiyonlarini engelleyerek, ig iplikleri iizerinde
direk olarak ya da olusan yan iiriinler ile etkili oldugu sdylenebilir. DNA tamir
mekanizmasinin etkilenmesi ve bu nedenle meydana gelen anormalliklerin
onarilamamasi, olusan anormalliklerin artmasina sebep olabilir (Robison ve dig.,
2002). Kromozom kopriisi metafaz evresinde kromatin ipliklerin kardes
kromatinlere tutunarak, ge¢ anafaz veya telofaza kadar ayrilmamasi sonucunda
meydana gelebilir. Bu bag c¢ok giiglii olursa kromatinler kirilir ya da anafazda
birlesik goriintii olusturabilir (Kumar ve Srivastava, 2011). Kumarin etken
maddesinin olusturdugu yan iriinlerin DNA’daki hareketli elektronlarla etkilesime
girmesi, ya da DNA tamir mekanizmasini etkilemis olmasindan dolay1 kromozomal
anormalliklerin  ortaya cikabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica ikinci mesajcilar
aracilifiyla DNA’ya etki etmekte ve anormalliklerin artmasina neden oldugu
distintilebilir. Kumarin etken maddesinin  mitotik indekste azalmalara, hiicre
boliinmesinde ve kromozom anormalligine neden oldugu goriilmektedir. Sitolojik
incelemeler sonucunda kumarinin artan konsantrasyonlarinin hem hiicre seviyesinde,
hem kromozom organizasyonunda hem de DNA seviyesinde etkili oldugu

sOylenebilir.
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5.3. Biyokimyasal Analizler
5.3.1. Kumarinin toplam protein miktar iizerine etkileri

Organizmalarin anabolizma ve katabolizma metabolizmasinin 6nemli bir gostergesi
olan toplam protein igerigi, canlinin karsilastigi olumsuz kosullara karsi cevap

olusturdugunun 6nemli bir gostergesi olarak bilinmektedir (Singh ve Tewari, 2003).

48 saat sonunda yapilan dl¢timlerde, kontrol ve 300 ppm kumarin konsantrasyonunda
protein iceriginin (1,82 mg/ml ve 1,83 mg/ml) fazla degismedigi buna karsin 600
ppm kumarin uygulanmis 6rneklerde protein igeriginin (3,30 mg/ml) belirgin sekilde
arttigi  gozlendi. Ancak bu degerlerde istatiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi. 72 saat sonunda elde edilen veriler degerlendirildiginde 48 saat siire
sonundaki veriler ile benzer sonuglarin ortaya ¢iktigi goriildii. Kontrol grubu ve 300
ppm kumarin konsantrasyonunda protein igeriginin (1,87 mg/ml ve 1,86 mg/ml)
fazla degismedigi, 600 ppm kumarin uygulanmig 6rneklerde protein igeriginin 2,21
mg/ml oldugu  belirlendi. 48 saat ve 72 saat sonunda elde edilen veriler
karsilagtirildiginda; protein miktarinin  kontrol grubu ve 300 ppm kumarin

uygulamasinda degismedigi ancak 600 ppm da artma meydana geldigi belirlendi.

Yapilan literatlir arastirmalarinda Zhou ve dig. (2013) yaptiklar1 ¢calismada kumarin
uygulamasinin Medicago sativa’da biiyiime iizerindeki etkileri, net nitrat alimina,
nitrat (NOj3’) ve amonyum (NH, ) konsantrasyonuna, ¢dziiniir proteinlerin miktarina
ve nitrat rediiktaz (NR), glutamin sentaz (GS) ve glutamat dehidrogenaz (GDH)
aktivitelerine etkilerini incelemisler. Yiiksek konsantrasyonda kumarin (> 0.1 mM),
siirglinlerde ve koklerde taze agirlik iiretimini ve kok/govde gelisim oranini
diisiirdiigii belirtilmis ancak koklerde ¢oziiniir protein iizerinde istatistiksel olarak
onemli bir etkisi olmadigr agiklanmigtir. Bulduklar1 verilere gore , diisiik
konsantrasyonda kumarinin, nitrat alimmi ve koklerde azot metabolizmasini
uyardigi, ancak yiliksek konsantrasyondaki kumarinin, yoncadaki azot
metabolizmasinin temel enzimlerini ve bitki biiyiimesini olumsuz yonde etkiledigini
rapor etmislerdir. Baska bir ¢alismada Abenavoli ve dig. (2003) kumarinin Daucus
carota L. cv. Saint Valery’e uygulamislar. Bu bitki {izerindeki kumarinin etkilerini
hiicre biiyiimesine ve nitrat alimina, amonyum ve karbonhidratlarin kullaniminin

acisindan incelemiglerdir. 50 pumol /L kumarin varligi, kiiltiirlenmis hiicrelerde
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serbest amino asitler ve amonyum birikimine neden olmus ve glutamin sentetaz,
glutamat dehidrojenaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz ve fosfoenolpiruvat karboksilaz
aktivitelerini uyardigi ve malat dehidrogenaz enzimini ise ayni kosullar altinda
inhibe edildigini agiklanmistir. Bu etkiler, protein katabolizmasinin uyarilmasi ve/
veya kumarin tarafindan indiiklenen protein biyosentezi ile miidahale agisindan
yorumlanmig. Tohum c¢imlenmesi sirasinda depo proteinlerinin proteolitik olarak
yikildig1 arastirmacilar tarafindan rapor edilmis (Marttila ve dig., 1995; Vierstra,
1996).

Calismamizda kontrol grubundaki ve 300 ppm deki total protein miktarinini
birbirine ¢ok yakin ¢ikmasi ¢imlenmeyi takiben protein yikimu ile ilgili enzimlerin
hizla aktive olup, var olan proteinleri hidrolize etmesi ve yeni protein sentezinin
olmamasi ya da 300 ppm kumarin konsantrasyonunun protein katabolizmasi ya da
anabolizmasinda herhangi bir etki gostermedigi seklinde yorumlanabilir. Artan
kumarin konsantrasyonlarinda protein yikimi hizli olmadigi i¢in ¢imlenme oraninin
diistik ve kok uzamasinin da daha az oldugu sdylenebilir. Bunun sonucunda
antioksidan sistem ile ilgili enzimlerin sentezi artar, dolayisiyla diisikk kumarin
konsantrasyonlarina gore protein miktarinin yliksek c¢ikmasi s6z konusu olabilir.
Calismamizda kok orneklerinde kontrole goére 600 ppm de goriilen artis ¢oziiniir
protein miktarlari, stres sartlarinda bitkinin verdigi tepki olarak degerlendirilebilir.
Farkli stres kosullarinda bitkide ¢oziiniir proteinlerin ¢oziiniirliglinii artiran prolin

amino asidinin artis1 buna &rnek olarak gosterilebilir (Oncel ve Keles, 2002).

5.3.2. Kumarinin SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel

Elektroforezi) profillerine olan etkisi

SDS-PAGE denatiire edilmis proteinlerin belirli bir pH degerinde elektriksel bir
alanda, molekiiler biiyiikliigiine gore ayrilmasi prensibiyle c¢alisan bir tekniktir. SDS-
PAGE molekiiler agirligin belirlenmesinde, protein saflifinin tayininde, aminoasit
diziliminin belirlenmesinde, tiirler arasindaki farkliliklarin ya da ayni tiire ait
bireylerin farkli durumlarda sentezledikleri protein farkliliklarinin belirlenmesinde
kullanilir. SDS-PAGE’in en ¢ok kullanilan alanlarindan biri, polipeptidlerin molekiil
agirliklarinin belirlenmesidir. Molekiil agirlig1 bilinmeyen protein 6rnegi, molekiil

agirhigr bilinen standart proteinlerle beraber, aymi jel {izerindeki kuyucuklara
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uygulanir ve elektroforetik olarak ayrimi saglanir. Ayrimi gerceklestirilen
proteinlerin  sonuglarini matematiksel olarak degerlendirerek molekiil agirligini
belirler. Kantitatif ve kalitatif protein analizleri, metabolizmanin isleyisi hakkinda
onemli bilgiler verdiginden, canli ile iligkili tlim temel disiplinler arasinda 6nemli bir

yer almaktadir (Temizkan ve dig., 2004).

SDS-PAGE uygulamasi, kontrol grubu ve kumarin  uygulanan L.culinaris
tohumlarinda meydana gelmesi muhtemel protein profil degisikliklerinin
belirlenmesi ve total ¢oziiniir protein miktarlarini belirlemek icin yapilan galismay1
desteklemek amaci ile yapildi. 48 ve 72 saat sonunda elde edilen 6rneklerin SDS-
PAGE analizinde; 300 ppm ve 600 ppm kumarin uygulamalar1 sonucunda 6rneklerin
protein bant yogunlugunun arttig1 belirlendi. Kontrol grubu ve kumarin uygulanmig
L.culinaris tohumlarinda 48 ve 72 saat sonrasinda SDS-PAGE ile olusan toplam
proteinlere ait ortalama molekiiler agirlik verileri kiyaslandiginda; artan kumarin
konsantrasyonlarinin L.culinaris tohumlarinin protein profillerinde hem polimorfik

bantlar olusturdugu hem de bant yogunluklarinda artis veya azalmalara neden oldugu

belirlendi.

48 ve 72 saat sonunda ortaya ¢ikan sonuglara gore, kontrol grubuna goére 300 ppm ve
600 ppm kumarin uygulanmig 6rneklerin protein bantlarinin molekiiler agirliklarinda
sirastyla artis  tespit edildi. Ortalama molekiiler agirlik verilerinde artan
konsantrasyon ile orantili olarak artis belirlendi. Sonuglar istatiksel olarak da anlaml

bulundu.

Ayrica ¢alismamizda kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris
tohumlarindaki 48. ve 72. saat sonrasinda SDS-PAGE analizi sonucunda elde edilen
protein bant profillerinin uygulama gruplari i¢in ayr1 degerlendirilmesi ile elde edilen
dendrogram ve wuygulama gruplart arasindaki uzaklik degerlerine bakildi.
Dendrogram da uygulama yapilmis ve yapilmamig tohumlar iki ana kiime olusturdu.
Her iki zaman uygulamasi i¢in; 300 ppm ve 600 ppm kumarin uygulanmasi ayni

dallanmada yer alirken kontrol grubu ayr1 dallanma gosterdi.

Calismamizda L. culinaris tohumlarindaki ¢oziiniir protein konsantrasyonlar: ile
SDS-PAGE profilleri de kumarinin biyokimyasal toksisitesinin etkilerini belirlemek

amaci ile yapildi. Artan kumarin konsantrasyonlarimin bitkide stres olusturup
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olusturmadig1 belirlenmeye c¢alisildi. SDS-PAGE profillerinde ¢ok az miktarda
degisim gozlenmesi ve elde edilen protein bantlarinda farkli bant yogunluklarinin
gbzlenmesi, protein miktarlarinin degismis olabilecegi seklinde ifade edilebilir.
(Coziiniir protein miktarlarinda ve protein profillerinde meydana gelen degisimlerin
nedeni; tohumlarin ¢imlenme sirasinda strese girmelerine ve buna bagli olarak
meydana gelen fizyolojik, biyokimyasal ve genetiksel degisimlere baglanabilir.
Protein profillerinde olusan degisimin ¢ok fazla olmamasi bu degisimlerin DNA’nin
fonksiyonel olmayan bolgelerinde meydana gelmis olabileceginin bir gostergesi
olabilir. Ayrica protein bantlarindan elde edilen veriler ile mitotik indeks oranindaki
azalma karsilastirilsa, artan kumarin konsantrasyonunun hiicre siklusunun interfaz-
sentez basamaginda meydana getirdikleri degisikliklerden kaynaklandigi
belirtilebilir. Kumarin uygulamasi ile toplam protein seviyesinde belirlenen artis
sentezlenen stres proteinleri ile agiklanabilir. Bu hipotezi desteklemek icin baska
fizyolojik,  biyokimyasal ve  genetiksel  parametrelere de  bakilmasi
gerekmektedir.Ornegin western blot analizleriyle 6zellikle hangi tip proteinlerin
miktarlarinda artis geldigine bakilabilir. Bdylelikle daha spesifik sonuglar elde
edilebilir.

5.3.3. Kumarinin prolin miktari iizerine etkisi

Prolin aminoasidi, bitki stres fizyolojisinde iizerinde en ¢ok calisilan molekiillerden
birisidir. Bu aminoasidin biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altindaki bitkilerde
onemli miktarlarda yiikseldigi ve boylelikle bitki savunma mekanizmasini devreye
sokarak bitkinin strese karsi koyma mekanizmasini destekledigi belirtilmistir. Bircok
bitkinin, yliksek tuzluluk (Hassine ve dig., 2008), kuraklik (Choudhary ve dig.,
2005), oksidatif stres (Yang ve dig., 2009), asir1 151k (Jan ve dig., 2012), diisiik
sicaklik (Chu ve dig., 1974) ve yiiksek sicaklik (Naidu ve dig., 1991) gibi stres
kosullarinda prolin miktarlarinin arttig1 rapor edilmistir. Prolinin ozmotik diizenleyici
olmasimin yan1 sira serbest radikallerin yakalanmasinda, membranlarin ve
proteinlerin stabilizasyonunu saglamada, sitoplazmik asidozun azaltilmasinda,
hiicresel redoks potansiyelinin korunmasinda ve DNA hasarlarinin engellenmesinde
de rol oynadig1 aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Hare ve Cress, 1997; Jain
ve dig., 2001; Lima-Costa ve dig., 2008; Vijayan, 2009). Prolin aminoasidinin

enzimlerin aktif konformasyonunun korunmasinda etkili oldugu ve bu yolla iyonlarin
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neden oldugu konformasyonel degisiklige karsi enzimlerin denatiirasyonlarini
engelledigi ve molekiiler saperon olarak rol aldigr bildirilmistir (Cherian ve dig.,
2006). Ornegin prolinin nitrat reduktazi aliiminyum stresi kosullarinda korudugu
(Sharma ve Dubey, 2005), ribonukleaz ve proteazlari arsenik stresi altinda kararli
halde tuttugu (Mishra ve Dubey, 2006) belirtilmistir. Ayrica prolin gibi bilesikler
ozmotik denge ajan1 ve hiicre i¢i yapilarin korunmasinda rol alarak, hiicresel
osmolaritede artisa neden olurlar. Bdylelikle hiicreye su giris ¢ikisinin
ayarlanmasinda rol oynarlar. Bu da turgor basmcinin siirdiiriilmesinde dnemlidir.
Prolin sentezi pH ve redoks diizenlenmesinde ve strese karst koyma siiresince
karbon, azot ve enerji i¢in yedek kaynak olarak da rol oynar (Kavi Kishor ve dig.,
2005). Osmolitler arasinda prolinin serbest radikalleri tetikledigi hasarlar ve singlet
oksijene (O") kars1 bitkileri koruyan tek molekiil oldugu belirtilmistir. Prolin singlet
oksijen ve hidroksil radikalini uzaklastiric1 bir rol oynayabildigi i¢cin membranlar
kadar protein ve DNA’ nin konformasyonun stabilize olmasini saglar. Prolin sadece
redoks sinyallerinde énemli bir molekiil degildir ayn1 zamanda biitiin bitkilerde tuz,
metal ve dehidrasyon stres sartlari altinda olusan ROS’larin etkili bir gidericisidir.
Katalaz, peroksidaz ve polifenol oksidaz enzim aktivitelerinin in vivo da prolin

tarafindan artirildig: belirtilmis (Kavi Kishor ve dig., 2005 Mani ve dig., 2002).

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerinde 72. saat sonrasinda
olusan prolin miktarlar1 degerlendirildiginde, kontrol grubunda 2,07 pg/g prolin
miktar1 belirlenirken, 300 ppm kumarin konsantrasyonunda (2,81 pg/g) ve 600 ppm
kumarin konsantrasyonunda (4,00 pg/g) kontrole iki kat artis tespit edildi. Istatiksel

olarak 600 ppm kumarin uygulanmasi anlamli olarak farkli bulundu.

Prolin stres sartlarinda ¢ok yiiksek seviyelerde biriktiginden stres siiresince prolinin
roli ~ Onemlidir.  Prolin  miktarlarinda  belirlenen  yiikselme, = membran
permeabilitesindeki artma ve nispi su igerigindeki azalmalarla orantilidir. Bu da
bitkinin strese kars1 bir tolerans veya kendi kendini koruyucu bir mekanizma
gelistirdigi hakkinda bilgi verebilir (Bokhari ve Trent, 1985) Calismalarimizin
sonucundaki prolin artigi, bitkilerin artan kumarin uygulamalari sonucunda strese
girdiginin bir kanmitidir. Ayrica prolin serbest radikaller ile stabil kompleksler
meydana getirerek, bu kompleksleri detoksifiye etme 06zelligindedir. Ozmotik

regililatdrlerden olan prolinin karasal bitkiler icin bu gorevi yaptigimiz literatiir
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aragtirmalart belirtirken, ¢alismamizdaki prolin artis1 bu bulgular1 desteklemektedir.
Organizmada prolin miktarinin hizla artmasi, bitkinin stres kosullarina adaptasyonun
ve serbest oksijen radikallerinden dogan zarara karst bir koruma mekanizmasi

olusturmakta oldugunu belirtilmektedir (Smirnoff ve Colombe, 1988).
5.3.4. Kumarinin lipid peroksidasyonu iizerine etkisi

Reaktif oksijen tiirleri tarafindan en fazla etkilenen bilesiklerin, hiicre zarmin ana
yapisini olusturan lipitler oldugu diisiiniilmektedir. Organizmada yeterli miktarda
reaktif atom ya da molekiil varliginda, lipit peroksidasyonu hizli bir sekilde baslar.
Reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu lipit peroksidasyonu bir radikalik zincir
reaksiyonudur (Aruoma ve Cuppett, 1997). Lipit peroksidasyonu, hiicrenin hayati
fonksiyonlart i¢cin de Onemlidir ve organizmaya geri doniisiimsiiz zararlar verir
(Davies, 2000). Aktif oksijen atom ya da molekiil olusumu stres kosullarina karsi
bitkilerin olusturmus oldugu bir tepkidir (Luna ve dig., 1994; Gossett dig., 1994).
Reaktif oksijen tiirleri hiicrede membranlarin yapisinda bulunan lipitleri oksitleyerek
membranlarin yapisini bozar ve bdylelikle zarlarin iyon alimindaki secici gecirgenlik
Ozeliklerini azaltabilirler. Bitkide stres olusturan faktorler sonucunda  hiicre
zarlarindaki lipitlerin oksitlenmesi reaksiyonlarinda ortaya ¢ikan ara {iriin
malondialdehit (MDA) biyomembrandaki doymamis yag asitlerinin ayrigma
iiriinlerinden biridir. Bu sebeple stres arastirmalarinda MDA miktar1 stres zararinin
Olciisiinii belirlemede kullanilir (Wise ve Naylor,1987). Ortaya ¢ikan MDA, hiicre
zarlarindaki iyon aligverisini etkileyerek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina sebep olur. Boylelikle iyon gegirgenliginin  degismesine, enzim
aktivitelerinde artma ya da azalma gibi olumsuz sonuglara sebep olur. MDA bu
ozelligi nedeniyle, DNA’nin azot tasiyan gruplart ile reaksiyona girebilir; bundan
dolay1r mutajenik, genotoksik ve karsinojenik 6zelikte oldugu soylenebilir (Porter,

1984; Niki, 1987; Placer ve dig., 1990; Kalender ve dig., 2002).

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerinde 72. saat sonrasinda
olusan MDA miktarlar1 degerlendirildiginde, kontrol grubunda 2,04 nmol/g MDA
miktar1 belirlenirken, 300 ppm kumarin konsantrasyonunda (3,74 nmol/g) ve 600
ppm kumarin konsantrasyonunda (4,30 nmol/g) kontrole gore artan degerler tespit

edildi. Istatiksel olarak 300 ppm ve 600 ppm kumarin uygulamas: anlamli olarak

130



farkli bulundu. Bu verilere gore kontrol grubuna goére artan kumarin

konsantrasyonlarinda MDA miktarlarinin arttig1 belirlendi.

Lipid peroksidasyonun (LPO) derecesi, hiicresel diizeyde stresin sebep oldugu
hasarin hem 0l¢iitii hem de yansimasi oldugu kabul edilmektedir ve hiicre i¢in ¢ok
tehlikelidir. Cilinkii kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler.
Bundan dolayidir ki LPO ile olusan membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Akkus
1995). Lipid peroksidasyonu; hiicre membran biitiinliigiiniin yok olmasina sebep
olurken membran permeabilitesinin bozulmasina neden olur. Ca ve Na iyonlarinin
hiicre i¢i ve dis1 gecis mekanizmalarinin etkilenmesi sonucunda ATP tiiketiminin
degismesine sebep olurken hiicre enerji mekanizmasini etkileyebilir. Hiicre igi
kalsiyum iyonlarindaki artig; protein ve lipidlerde daha fazla zarara sebep olabilecek
proteaz ve fosfolipaz gibi enzimlerin aktivasyonunu saglar. Boylelikle DNA
konformasyonun bozulmasina ve hiicre Oliimiine neden olabilecek enzim

inaktivasyonuna ya da aktivasyonuna neden olabilir.

Ahrabi ve dig., (2011) yaptiklari g¢alismada, kumarinin kanola {iizerindeki
biyokimyasal ve fizyolojik tepkilerini arastirmiglar. Kanola fidelerinin antioksidan
kapasitesindeki artisa ragmen, kumarin varliginda lipid peroksidasyonunun arttigini
aciklamiglar. Kumarin igeren yabani otlarin yok edilmesinin, kanola {iretimi i¢in

alellopatik agidan ¢ok 6nemli oldugu rapor edilmistir.
5.3.5. Kumarinin hidrojen peroksit (H,O;) miktari iizerine olan etkisi

Oksidatif stres siirecinde olusan reaktif oksijen tiirleri niikleik asitleri, proteinleri ve
lipitleri oksitleyip konformasyonlarina zarar verebilir (Stadtman 2002). H,O,,
aerobik organizmalarda stiperoksitlerin, katalitik aktivitesi yiiksek olan siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenmesi sonucunda meydana gelir. Diger
ROS tiirlerine gore uzun bir yagam dongiisiine (1 ms) sahip olan H,O,, orta derecede
reaktif bir molekiildiir (Bhattachrjee, 2005). H,O, tiyol gruplarini okside ederek
peroksizomlarda oksidatif hasara ve hiicre 6liimiine neden olur (Del Rio ve dig.,
2002). Ancak disiik seviyede iiretildiklerinde programli hiicre 6liimiinde sinyal

molekiilleri olarak gorev alirlar (Grant ve Loake, 2000; McDowell ve Dangl, 2000).

H,0,; senesens (Lisanti ve dig., 2011), solunum ve fotosentez (Wang ve dig., 2010;
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Ren ve dig., 2014), stoma hareketi (Hua ve dig., 2012), hiicre dongiisii (Livanos ve
dig., 2012), biliylime ve gelisme (Barba-Espin ve dig., 2010) olmak iizere farkl
fizyolojik siireglerde anahtar rolii oynayan bir diizenleyici olarak gorev yapar. Ayrica
bitkilerde; diisiik konsantrasyonlarda, ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere karsi
koymada sinyal molekiilii olarak gorev yaparken (Foyer ve dig., 1997; Rhee 1999;
Jones ve Morice, 2000; Neill ve dig., 2002; Rojkind ve dig., 2002; Halliwell ve dig.,
2000) yiiksek konsantrasyonda programli hiicre 6liimiine neden olur (Quan ve dig.,
2008; Fedina ve dig., 2009). H,O,’in tehlikeli olusu, onun hiicre membranindan
kolayca difiize olabilmesi ve OHe radikaline doniismeye hazir olmasindan
kaynaklanir (Asad ve dig., 2004). Bitkide lignin yapilma siireci de H,O, yapimini
gerektirir (Ozcan ve dig., 2001).

Calismamizda kontrol grubu ve kumarin maddesi uygulanmis L.culinaris koklerinde
72. saat sonrasinda olusan H,O, miktarlar1 degerlendirildiginde, kontrol grubunda
22,94 uM/g H,0, miktar1 belirlenirken, 300 ppm kumarin konsantrasyonunda (14,48
uM/g ) azalma, 600 ppm kumarin konsantrasyonunda (40,15 pM/g ) kontrole gore
artan degerler tespit edildi. Istatiksel olarak 6zellikle 600 ppm kumarin uygulamasi

anlamli olarak farkli bulundu.

Biyokimyasal streslerin belirlenmesinde hidrojen peroksitin bir sinyal molekiil olarak
kullanilmas: ve oksidatif stresler aninda miktarinin artmasi, bitkilerle ilgilenen bilim
insanlar1 i¢in bitkilerde de bu molekiiliin stresin bir isareti oldugu diisiincesini 6ne
cikarmistir. Ayrica hidrojen peroksitin hiicrelerde ¢abuk bir sekilde metabolize
edilmesi ve dokulardaki gercek seviyesinin ne oldugu ile ilgili belirsizlikler, strese
verilen cevap mekanizmalarinin anlagilmasin1 zor hale getirmektedir. Bitki stres
derecesinin belirlenmesinde biyolojik bir isaret olarak kullanilan bu bilesiklerin
diistik miktarlari, bitki savunma sisteminin aktiflestirilmesine pozitif bir etki
gostermekteyken, antioksidan enzim aktivitelerinin yeterince aktiflestirilemedigi
veya yetersiz kaldigi durumlarda hiicrede yliksek miktarlarda bulundugu zaman
dokularda oksidatif hasarlara sebep oldugu yukarida verilen literatiir taramalarinda

bir¢ok arastirmaci tarafinda rapor edilmistir.

Bizim ¢aligmamizda mercimek bitkisine kumarin stresi uygulandiginda, 6zellikle 600

ppm kumarin konsantrasyonunda kok dokusunda H,O; igeriginin 6nemli bir sekilde
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arttigr gozlemlendi. 300ppm de hidrojen peroksit miktarinin azalmasinin sebebi
olarak antioksidan sistemlerinin devreye girmis olmasi sayilabillir. Ancak bu miktar
arttikca bitki stres ile basa ¢ikamayacak duruma gelmis olabilir. Oksitleyici 6zelligi
nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O,’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi
gerekmektedir (Sigel ve Sigel 1999; Halliwell 2006). Bu gorevi gerceklestirmede
katalaz onemli bir yer tutar. Hidrojen peroksidin proteinlerdeki demir grubu ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarimni
olusturmas1 ve bunun sonucunda olusan ¢ok giiclii oksitleyici Ozelliklere sahip
demirin, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabildigi
sOylenebilir (Hajlaoui ve dig., 2009). Bizim g¢alismamizda da ozellikle 600 ppm
kumarin konsantrasyonunda MDA miktarinin ve H>O, miktarinin dogrusal olarak
artmas literatiir bilgilerini destekler niteliktedir. Ayrica Saleh ve Kebeish (2017)
yaptiklar1 ¢alismada kumarin ve tlirevlerini hiicresel, doku ve organ seviyeleri
iizerinde ¢esitli fizyolojik etkileri oldugunu belirlemislerdir. Bulduklar1 sonuglarda
kumarin  uygulamalarinin a-amilaz iiretimini siiperoksit dismutaz, katalaz ve
askorbat peroksidaz aktivitelerini inhibe ettigini belirtmislerdir. Kumarin tarafindan
antioksidan enzimlerin azalarak diizenlenmesine hem H,O, hem de malondialdehitin
onemli birikimine sebep olmustur. Ayrica hiicre yasayabilirliginde 6nemli bir diisiis
ile sonuglanmistir. Bu sonuglar ile kumarinin enzimatik antioksidan sistemin
inaktive etmesiyle aleuron katmanlarindaki redoks dengesini bozabilecegini rapor

etmislerdir. Bu arastirmalarda bizim sonuc¢larimizi destekler niteliktedir.
5.3.6. Kumarinin o-amilaz aktivitesi iizerine etkisi

Amilaz tohum ¢imlenmesinde rol alan énemli enzimlerden biridir. Amilaz enzimi
cimlenme sirasinda aktif duruma gegerek, tohumun beslenmesi ve biiylimesi i¢in
gerekli olan glukozu, tohumda depo halinde olan nisastay1 parcalamak suretiyle elde
eder (Bidwell, 1974). Bundan dolay1 ¢imlenme sirasinda onemli bir rol iistlenir.
Yapilan bir¢ok ¢alismada amilaz aktivitesi {izerine g¢esitli bitki biiylime

diizenleyicilerinin etkisi incelenmistir (Jovanovic ve dig., 1997; Yan ve dig., 2004).

Dormant durumundaki tohumun c¢imlenmesini baglatan ana faktér tohuma su
girigidir. Suyun embriyo hiicresine girisi ile dnceden inaktif durumdaki gibberellin

hormonu aktif duruma gelir. Aktif hale gelen bu horman pozitif geri besleme
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mekanizmasiyla yeniden gibberellin sentezini uyarir. Aktif durumdaki gibberellinler
embriyodan endosperme gegerler ve ¢esitli depo maddelerini parcalayan hidrolitik
enzimlerin sentezini uyarmak suretiyle etkili olurlar. Amilaz, lipaz, proteaz, niikleaz
enzimleri nigasta, yag, protein ve niikleik asitleri pargalayarak sitokinin (CK), indol
asetik asit (IAA) ve glikoz olusum siirecini baslatirlar. Gibberellin tarafindan aktif
hale gelmis enzimler hiicre boliinmesini ve bilyiimesini tesvik ederek embriyonun
bliylimesini ve farklilasmasini saglarlar. Tohumun radikula kismi kabugu
parcalayarak disar1 ¢ikar ve morfolojik anlamda c¢imlenme gerceklesmis olur

(Kocagaligkan, 2008).

Saleh ve Kebeish (2017) yaptiklar1 aragtirmada kumarin ve tiirevlerinin bugday
tohumlarinin aleuron katmanlarinda redoks homeostazina etkisini arastirmislardir.
Bulduklar1 sonuglarda kumarinin a-amilaz liretimini indiikledigini agiklamislar ancak
aktivitesi hakkinda bir yorum yapmamislardir. Bu sonuglar ile kumarinin enzimatik
antioksidan sistemini inaktive etmesiyle aleuron katmanlarindaki redoks dengesini
bozabilecegini ve kumarinin gibberellin benzeri aktivite gosterebilecegi belirtilmis.
Basgka bir arastirmact Abenovoli ve dig. (2006) yaptiklari ¢alismada kumarinin
Triticum turgidum Desf. iizerinde tohumlarda ¢imlenmenin engellenmesine neden
olan fizyolojik ve biyokimyasal degisimlere bakmislardir. 200 pm 'nin iizerindeki
konsantrasyonlarda, kumarinin tohum ¢imlenmesini konsantrasyona bagl bir sekilde
inhibe ettigini, inhibisyonun tohumun su almasi sirasinda meydana geldigi, hizl
oldugunu ve geri dondiiriilemez sekilde meydana geldigini belirtmislerdir. Cimlenme
evresi sirasinda, kumarin maddesinin su alimini azalttigin1 agiklamiglardir. Ayrica
1000 pm kumarin konsantrasyonunda alfa amilazin inhibe oldugunu rapor
etmislerdir. Benzer sekilde Khan (1969) da 340 pm kumarin konsantrasyonunda
arpadaki alfa amilazin inhibe oldugunu agiklamistir. Saleh ve Abu El-Soud (2015)
kumarinin gibberellin gibi davranip davranmayacag: hakkinda veriler sunmuglardir.
Bulduklar1 sonuglar ile kumarin ile muamele edilmis aleuron katmani hiicrelerinde
amilaz sentezi ve sekresyonunun uyarilmasina neden oldugunu gostermislerdir.
Bununla birlikte, bugday tohumlarinin ¢imlenme yiizdesinin ve fide biiylimesinin
konsantrasyona bagli olarak kumarin tarafindan engellendigi ac¢iklanmistir. Bu,
kumarinin gibberellin benzeri bir etkiye sahip oldugunu ve ¢imlenmenin ve fidan

olusumunu da etkiledigini aciklamiglar. Ayrica yapilan baska bir caligmada
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giberrelik asidin Allium cepa gelisimi iizerindeki etkilerine bakilmis. Bu ¢alismada
artan giberellik asit konsantrasyonlarimin A/lium cepa koklerinin biiylimelerini
onemli oranda inhibe ettikleri ve anormal bdliinen hiicrelerde artis oldugu rapor

edilmis (Titiinoglu, 2015).

Calismamizda kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarinda 48 ve
72 saat sonrasinda kalan nisasta konsantrasyonu miktarlar1 degerlendirildiginde, 300
ppm kumarin konsantrasyonunda kontrole gore bir degisiklik olmadigi belirlendi.
600 ppm kumarin konsantrasyonunda ise kontrole gore artan nisasta miktar1 tespit
edildi. 48. ve 72. saat kumarin uygulamasi sonucunda veriler karsilastirildiginda
artan kumarin konsantrasyonunda ortamda kalan nigasta miktarinin arttig1 gézlendi.
a-amilaz bitkilerdeki depo maddesi olan nisastay1 glukoz monomerlerine geviren bir
enzim olarak gdrev yaptig1 i¢in ortamdaki nisasta konsantrasyonun kontrol grubuna
gore fazla olmasi a-amilaz enziminin inaktive haline gelmis olabilecegini gosterir.
300 ppm de nisasta miktarinin kontrol grubuna goére degismemesi enzimin strese

kars1 koydugu hakkinda bilgi verebilir.

Kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris tohumlarindaki 48. ve 72. saat
sonrasinda a-amilaz aktivitesinin degerleri ortamda kalan nisata konsantrasyonuna
bagli olarak azalma gosterdi. Buna gore 48. saat sonrasinda kontrol grubunda o-
amilaz aktivitesi 1.498 U/ml belirlenirken 300 ppm kumarin konsantrasyonunda
1.323 U/ml olarak belirlendi. 600 ppm kumarin konsantrasyonunda (995,9 U/ml) ise
kontrole gore azalan degerler tespit edildi. 72 .saat sonrasinda 48. saate gore benzer
veriler elde edildi. Kontrol grubunda alfa amilaz aktivitesi 1.461 U/ml belirlenirken
300 ppm kumarin konsantrasyonunda (1.311 U/ml) ve 600 ppm kumarin
konsantrasyonunda (934,81 U/ml) kontrole gore azalan degerler tespit edildi.
Istatiksel olarak 48 ve 72 saatlik 600 ppm kumarin uygulamasi anlamli olarak farkl
bulundu. a-amilaz aktivetisinin diigmesinin ortamdaki kumarin konsantrasyonu ile
ters orantili olmas1 literatiir bilgilerini desteklemektedir. o-amilaz aktivetisinin
diismesinin sebebi, enzimin molekiiler konformasyonu bozulmasindan ya da olusan
stresin sonucunda meydana gelen yan friinlerden dolayr enzim inhibisyonu
sonucunda  gerceklesmis olabilir. Enzimin molekiiler yapisi hakkinda bilgi

edinebilmek i¢in proteomiks ¢alismalariyla desteklenebilir.
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5.3.7. Kumarinin katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) aktivitesine etkisi

Katalaz enzimi ilk kez 1818’de Thenard tarafindan gozlenmis ve Loew tarafindan
(1901) bu enzime katalaz ismi verilmistir. Enzimler igerisinde en yiiksek turnover
oranina sahip enzimlerden olan katalaz; peroksizomlarda, yag asitlerinin -
oksidasyonu ile olusan, fotorespirasyon ve piirin katabolizmasinda yer alan oksidaz
enzimlerinin irettigi H,O,’yi ortadan kaldirmada gorevli bir enzimdir (Gill ve
Tuteja, 2010; Patykowski ve Urbanek, 2003). Bir molekiil CAT, dakikada yaklasik
olarak 6 milyon H,O, molekiilinii H,O ve O;’ye ¢evirme yetenegine sahiptir
(Dhindsa ve dig., 1981; Scandalios 1994; Willekens ve dig., 1997). Yiiksek
konsantrasyondaki H>O, ’nin 2 elektronunu kullanarak H>O ve O, indirgenmesini
katalizleyen demir porfirin iceren tetramerik ve yiiksek molekiil agirligina sahip bir
enzimdir (McClung 1997; Chaudiere ve Ferrari 1999; Scandalios ve dig., 1997).
Katalaz kararli bir enzim degildir. Strese maruz kalan bitki hiicrelerinde olusan
H,O’nin yiiksek konsantrasyonlariyla inhibe hale gelebilir. (Streb ve dig., 1993).
Katalazin biiyiik bir kismi peroksizomlarda ve ¢ok az bir miktar ise mitokondri
matriksinde bulunur. H>O,’ye olan zayif afinitesi Katalaz’in etkinligini azaltmaktadir

(Asada 1992; Scandalios 1993).

Stres kosullar1 altindaki bitkilerde askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve
siiperoksit dismutaz enzim aktivitelerindeki artigin aksine katalaz enzim
aktivitesindeki azalma cesitli aragtiricilar tarafindan rapor edilmistir. Tewari ve dig.,
(2006), Esfandiari ve dig., (2010) yaptiklar1 calismalarda stres kosullarinda
fotooksidatif zararlanma sonucunda fotosistem 2’de meydana gelen aksakliklar
sonucu katalaz enzim aktivitesinin azaldigin1 belirtmiglerdir. Enzim inhibisyonuna
sebep olan aksakliklar iginde uygulanan stres sonucu bir katalaz inhibitoriiniin
olusmasini, enzim sentezinin sekteye ugramasini ve enzim alt birimlerinin yapisal
deformasyonunu rapor etmislerdir (MacRae ve Ferguson, 1985). Ayrica siiperoksit
dismutaz ve katalaz, biyomolekiillerle rastgele reaksiyona girebilen yliksek reaktif
ozellik gosteren OH?’in etkisini azaltmak icin birbirleriyle ortaklasa calisir.
(Scandalios, 1997), Helianthus annuus L.’de (aygigegi), Hordeum vulgare’de (arpa)
Zea mays L.’da (misir) ve Brassica oleracea L.’de (karnibahar) yapilan

arastirmalarda katalaz enziminin ¢esitli stres sartlar1 altinda bitkilerde degisik
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seviyelerde koruma sagladigi rapor edilmistir (Polle ve dig., 1992; Azevedo ve dig.,

1998).

Abenovoli ve dig. (2006) kumarinin Triticum turgidum’un 200 uM 'nin tizerindeki
konsantrasyonlarda kumarinin peroksidazlarin aktiflesmesini geciktirdigi, siiperoksit
dismutaz aktivitesini arttirdigi, bazi1 enzimlerin (APX,CAT) aktivitelerini diistirdigii
ve salgi yollarinda yer alan molekiiler saperonlarin transkripsiyonunu bastirdigini
belirtmislerdir. Kumarinin neden oldugu yetersiz su alimi reaktif O, tiiriiniin fazla
iiretilmesine sebep oldugu, bu durumun membran yapisini bozabilecegi ve solunumu
azaltabilecegi rapor edilmistir. Traykova ve Kostova (2005), Wu ve dig. (2007)
yaptiklar1 arastirmalarda ise kumarinlerin DNA onariminda, hasar gérmiis SOD,
CAT, GPx enzimlerinin aktivitelerinin diizenlenmesinde goérev aldiklar1 belirtilmistir.
2011 yilinda yapilan baska bir c¢aligmada ise Ahrabi ve dig., kumarin
konsantrasyonlart 0,05, 0.5, 5, 10 mM olarak kullanmislar ve katalaz etkinligi
onemli derecede degismedigini rapor etmislerdir. Bu sonuclar ile bazi bitkilerin
alleopatik potansiyelinin fenolik bilesikleriyle ¢evre ve ekosistem iizerinde daha az
olumsuz etkiye sahip herbisitlerin gelismesine neden olabilecegini belirtmisler. Saleh
ve Kebeish (2017) yaptiklari arastirmada ise kumarin ve tiirevlerini hiicresel, doku ve
organ seviyeleri iizerinde g¢esitli fizyolojik etkileri oldugu gostermislerdir. Bu
caligmada kumarinin hormon benzeri davranislarla ilgili ve fitormonlarin aktivitesi
ile olan etkilesimi hakkinda arastirma yapmislardir. Bulduklar1 sonuglarda hem
kumarin hem de GA3 uygulamalarinin o-amilaz {retimini indiikledigini, ancak
stiperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerini inhibe ettigini
ortaya koymuslardir. Kumarin ve GA3 tarafindan antioksidan enzimlerin azalarak
diizenlenmesi hem H>O, hem de malondialdehitin 6nemli birikimine sebep olmustur.
Ayrica hiicre yasayabilirliginde 6nemli bir diisiis ile sonuglanmistir. Bu sonuglar ile
kumarinin enzimatik antioksidan sistemi inaktive etmesiyle aleuron katmanlarindaki

redoks dengesini bozabilecegini rapor etmislerdir.

Bu caligmada kontrol grubu ve kumarin uygulanmis L.culinaris koklerindeki 72.saat
sonrasinda olusan katalaz enziminin aktivitesi belirlendi. 72 saatin sonunda 6rnekler
arasinda katalaz aktivitesinin farklilig1 degerlendirildiginde kontrol grubuna (5163,21
U/ml) gore 300 ppm kumarin uygulamasinda (2998,15 U/ml) aktivitenin azaldig1
600 ppm kumarin uygulamasinda (4878,28 U/ml) ise arttig1 goriildii. Istatiksel olarak
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her iki ppm kumarin uygulanmasi anlamli olarak farkli bulundu.Yukarida verilen
literatiir bilgilerinden katalaz enziminin H,O; olusumunun arttig1 durumlarda 6nemli
etkinliginin oldugu belirtilmektedir. Bu ¢alismada, L.culinaris koklerindeki katalaz
aktivitesinin ozellikle 600 ppm kumarin uygulamasinda yiiksek olmasi hidrojen
peroksit iiretimindeki artig ile ilgili oldugu diisiiniilebilir. Katalaz enziminin
katalizledigi reaksiyonlarda hidrojen peroksiti substrat olarak kullanir. Hidrojen
peroksit miktarlarinin da katalaz aktivitelerindeki artis ile paralellik gdstermesi ¢ikan
sonuglar1 desteklemektedir. Katalaz aktivitesindeki artma protein sentezinin aktive
olmasindan kaynaklanabilecegi gibi, uygulanan stres sonucu artan hidrojen peroksit
miktar1 sonucunda meydana gelebilecegi de sOylenebilir. Katalaz aktivitesi

enzimindeki aktivite 6lgiimleri Real Time PZR c¢alismalari ile de desteklendi.
5.3.8. Kumarinin siiperoksit dismiitaz (SOD; EC.1.15.1.1) aktivitesine etkisi

Katalazlar ve peroksidazlar hidrojen peroksiti etkili bir sekilde tagirken (Scandalios,
1994); siiperoksit dismiitazlar ise siiperoksit anyonunu uzaklastirirlar (Scandalios,
1993). Bu enzimler arasinda en etkili ¢alisanlar katalazlar ve siiperoksit
dismiitazlardir. Bu iki enzim birlikte potansiyel olarak tehlikeli olan O,~ ve H,O,’ i
su ve molekiiler oksijene ¢evirir. Metalloenzim siiperoksit dismiitaz, en etkili hiicre
ici enzimatik antioksidanlardan biridir. Reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerine
kars1 ilk savunma mekanizmasi olarak gorev aldigi diisiiniilmektedir. SOD enzimi,
O, molekiiliiniin dismutasyonunu (kimyasal bir reaksiyon sonucu ayni maddeden,
yap1 olarak iki farkli {irlinlin meydana gelmesi olay1) katalizleyerek H,O, ve O,
olusumunu saglar boylelikle O, molekiiliinii ortadan kaldirarak OH" iiretiminin
olusmunu azaltir (Gill ve Tuteja, 2010; Tiirkan, 2002). Oldukc¢a reaktif olan
stiperoksit anyonu lipidlerin yan1 sira diger biyokimyasal bilesenlerin oksidasyonuna
da neden olur. Siiperoksit anyonunun, membran hasarina, hiicresel toksisite ve
DNA’daki tek zincir kiriklarina, lipid peroksidasyonuna, sebep oldugu bazi
arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (Fridovich, 1995: Desikan ve dig., 2005;
Asada, 2006).

Stiperoksit dismiitaz enzimi aerobik olan tiim organizmalarda bulunmaktadir ve
genelde aktif oksijen olusturan hiicre kisimlarinda goérev alir. Ozellikle, O,

aktivasyonunun gerceklestigi yerler olan mitokondriler, kloroplastlar, mikrozomlar,
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glioksizomlar, peroksizomlar, apoplast ve sitosol ayni zamanda hiicrede O,
olusumunu gerceklestigi organellerdir. Siiperoksit dismiitaz enzimi, metal
kofaktorlerine gore 3 tipe ayrilir: Cu/Zn-SOD (bakir/¢inko-SOD), Mn-SOD
(mangan-SOD) ve Fe-SOD (demir-SOD). (Cu/Zn-SOD izoenzimleri; sitozolde ve
bitkilerde kloroplastlarda (del Rio ve dig., 2002) ,Mn-SOD; o6karyotik hiicrelerin
mitokondri ve peroksizomlarinda (del Rio ve dig., 2003), Fe-SOD; izoenzimleri ise
kloroplastlarda az miktarlarda bulunurlar (Alscher ve dig., 2002; Ferreira ve dig.,

2002) (Sekil 5.1).

/ Hiicre Duvar1  Cu-ZnSOD ? \
X,

~

Antioksidant
Genler

Sitosolik
Cu-ZnSOD *----77---

Kloroplast
Fe ve Cu-ZnSOD

Sekil 5.1. Bitki hiicresinde SOD yerlesimleri
(Alscher, 2002)

Niikleus

Peroksizom
Cu-ZnSOD. MnSOD

MnSOD’lar aktif bolgelerinde bulunan Mn atomu ile aktif hale gelir. (Bowler ve
dig., 1994). Fe ve MnSOD’lar birbirine ¢ok benzerken Cu-ZnSOD’lar elektriksel
ozellik bakimindan farklidir. Cu-ZnSOD’lar bir hiicrede reaktif oksijen tiirlerine

(ROT) kars1 savunmanin ilk hattin1 meydana getiriler.

Yapilan arastirmalarda; siiperoksit dismutaz enzimlerinin gen ekspresyonundaki
artigin biyotik ve abiyotik strese bagli olarak meydana ¢ikan reaktif oksijen tiirlerine
kars1 koymada, stresle basa ¢ikmada ve bitkilerin stres kosullar1 altinda canliligt
stirdiirmesine katki saglamada onemli gorevleri oldugu belirtilmistir. Morus alba,
Cicer arietinum ve L. esculentum gibi bircok bitki ¢esidinde farkli stres kosullari
altinda stiperoksit dismutaz enzim aktivitesinde artiglar meydana geldigi belirtilmistir

(Harinasut ve dig., 2003; Gapinska ve dig., 2008). Abenovoli ve dig. (2006)
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yaptiklar1 ¢aligmada kumarin maddesinin Triticum turgidum’da siiperoksit dismutaz
aktivitesini arttirdigini, Saleh ve Kebeish (2017) ise kumarin ve tiirevlerininin
bugday tohumlarininda siiperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat peroksidaz

aktivitelerini inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Calismamizda 72 saatin sonunda Ornekler arasinda SOD aktivitesinin farklilig
degerlendirildiginde kontrol grubuna (0,51 U/mg) goére 300 ppm kumarin
uygulamasinda (0,40 U/mg) ve 600 ppm kumarin uygulamasinda (0,13 U/mg) SOD
aktivitesinin diistiigii belirlendi. Istatiksel olarak her iki uygulanmada kontrol grubu

ile kiyaslandiginda anlamli olarak farkli bulundu.

Bitkiler oksidatif stres kosullar1 altinda yasamlarini siirdiirebilmek ve stresle basa
cikabilmek i¢in reaktif oksijen tiirlerinin kontroliinii ve detoksifikasyonunu saglayan
antioksidatif savunma sistemlerini devreye sokmak zorundadirlar. Antioksidatif
savunma sistemleri ¢calismadig1 ya da yeterli olmadig1 zaman bitki hiicrelerinde 6lim
gergeklesir. Elektron tagima zincirinin bulundugu herhangi bir yerde tiretilen O, ve
hidroksil radikali enzimlere ve lipitlere hasar vermektedir. Reaktif oksijen, fotosistem
I’de (PSI) olusur ve fotosistem I’in fotoinhibisyonuna sebep olur (Tjus ve dig.,
2001). Olusan bu ROS’lar siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesiyle H,O,’ye
donistiiriiliirler. Olusan H,O, ve O, molekiilleri yayilip fotosistem II'yi (PSII)
inaktif duruma getirebilir. Buradan yola ¢ikarak, H,O, ve O, ~ olusumu birlikte
PSII’nin ve PSI’in hasar gérmesine neden olabilir. Bu enzimler serbest radikallerin
DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel yapilara zarar vermesini sinirlandirmak
suretiyle bir hiicresel bolgeden digerine gecisini de Onleyebilirler. Hem toplam SOD
miktarinda hem de CAT aktivitesinde gézlenen anlamli antioksidatif yanitlar ise, bu
yolun tolerans mekanizmasinda islevsel olabilecegini gdstermektedir. SOD
aktivitesinin azalmasi bu enzimin kumarine kars1 yeteri kadar sert olmadiginin bir
kanit1 olabilir ya da enzim sentez yolaklarinda kumarin maddesi hasarlara sebep
olmus olabilir. SOD aktivitesinin azalmast hiicrede O,” radikalinin olusumunun
arttiginin bir gostergesi olmakla birlikte OH™ miktarinin da arttiginin bir kanit1 olarak
kabul edilebilir. SOD enzimindeki aktivite azalmasi Real Time PZR ¢aligmalar ile

de desteklendi.
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5.4. Molekiiler Analizler
5.4.1. Kumarinin RAPD PZR analizlerine olan etkisi

DNA ile etkilesen maddeler elektrofilik o6zellikte olup genotoksik maddeler
(genotoksinler) ismini alir. Genotoksik maddeler DNA veya genetik ekspresyonu
geri doniisiimsiiz olarak degistirerek kalitsal bir degisime yol agabilirler. Bu nedenle
genotoksinler ayni1 zamanda mutajenik maddeler olarak tanimlanmistir (Vural, 2000).
Organizmalara zarar verebilecek bir¢cok toksik maddenin etkisini tam olarak ortaya
cikarabilmek i¢in organizmanin farkli seviyelerinde (molekiiler ve popiilasyon
seviyesi) veri toplama genotoksisiteyi anlamada dnemlidir (Xue-mei et al. 2006). Son
zamanlarda, hiicresel ya da molekiiler diizeyde ¢ok sayida biomarker gelistirildi.
Bunlardan biri Williams ve dig. (1990) ve Welsh ve McClelland tarafindan 1990
yilinda gelistirilen RAPD PZR teknigidir. Uygun sekilde optimizasyonu saglandiktan
sonra gercekei, hassas ve liretken bir test olan rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
(RAPD) yontemi genis aralikta DNA hasarlar1 ve mutasyonlar1 (nokta mutasyonlari,
kromozomal diizenlemeler vb.) belirlemede kullanilir. Bu nedenle RAPD PZR
teknigi genotoksisite ve karsinogenez ¢alismalarinda oldukga poptilerdir (Atienzar ve
Jha, 2006). PZR metoduna dayali olan bu teknikte, rastgele dizilimdeki kisa
oligoniikleotit primerleri kullanilarak genomik DNA iizerinde belirlenen pargaciklar
cogaltilmakta olup reaksiyonun gerceklesmesi icin arastirilan genomun baz dizilimi
hakkinda herhangi bir 6n bilgiye ihtiya¢c yoktur. Primerler tasarlanirken GC/AT
miktarlarinin %50 ya da daha biiyiik olmasi 6nemlidir. Mutasyonlar, kromozomal
tekrar dlizenlenmeleri, delesyonlar, eklenmeler ya da inversiyonlar primer
baglanmasin1 etkilerler. Bu faktorlerden yola c¢ikarak agaroz jelde molekiil
biiytikliikklerine goére dizilen ve bantlasma gosteren DNA  parcaciklari
degerlendirilerek DNA iizerindeki genetik polimorfizm belirlenebilir. DNA kopya
sayis1 farkliliklari, heterozigotluk, birlikte go¢ ya da PZR fiirlinleri arasindaki yaris
gibi pek ¢ok faktorler de RAPD bantlarinin yogunlugunu etkileyebilir. Bu yiizden iyi
cozlinmiis yiiksek yogunluktaki bantlarin degerlendirmede kullanilmasi gerektigi
bazi arastirmcilar tarafindan tavsiye edilmektedir (Wolf, 2004). RAPD profillerinde
yeni DNA bantlarinin olugsmasi, kontrol grubu RAPD profillerinde mevcut olan DNA
bantlarinin kaybolmasi ve RAPD profillerinin goriintisiindeki degisiklikler DNA

hasar1 ve mutasyonal olaylar tarafindan olusturulabilir (Atienzar ve dig., 1999; Liu
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ve dig., 2007). RAPD PZR c¢alismalarinda kontrol grubuna goére kaybolan veya yeni
olusan DNA bantlarinin dizi analizi ile bolgeler hakkinda daha detayli molekiiler
bilgileri elde edilebilir. Ayrica fizyolojik ve biyokimyasal veriler, kontrol grubuna
gore meydana gelen degisim oranlar1 ile RAPD profillerinde meydana gelen
degisimler karsilastirilarak toksik ajanlarin biyolojik organizmalar tizerindeki etkileri
daha detayli bir sekilde degerlendirilebilir (Atienzar ve dig., 1999; Cenkci ve dig.,
2010). Genotoksisite sonuglar1 uygulama yapilmis ve yapilmamig drneklerin kalitatif
ve kantitatif  degerlendirilmesi ile ortaya ¢ikarilabilir. Cogalmis PZR bant
yogunluklarinin azalmasi veya artmasi, kaybolan ve yeni ortaya ¢ikan PZR bantlarin
degerlendirmesi ve popiilasyonun genel yapist hakkinda analiz yapma, RAPD gibi

molekiiler sistematik ¢aligmalarinda 6nemli parametrelerdir.

Calismamizda uygulama yapilmis ve yapilmamis ¢imlenmis mercimek tohumlarinin
kok uglarindan genomik DNA elde edildikten sonra bunlarin saflik profilleri
belirlendi. Nanodrop verileri ve agaroz jel goriintiileri degerlendirildi, kontrol ve
kumarin uygulamasi yapilan gruplara ait DNA’larin RAPD-PZR uygulamalari i¢in

yeterli miktar ve saflikta olduguna karar verildi.

Hoagland c¢ozeltisi uygulanmis numunelerin ~ RAPD profilleri ile kumarin
uygulanmig olan tohumlarin koklerinde olusan DNA hasar1 ve/veya mutasyonlar,
RAPD profillerinde normal DNA bantlarinin kaybolmas1 ve/veya yeni DNA
bantlarinin ortaya c¢ikmasi seklinde belirlendi. Burdan yola ¢ikilarak analizler
sonucunda kontrol grubuna goére 300 ppm kumarin ve 600 ppm kumarin uygulamasi
icin toplam 2 adet monomorfik ve 8 adet polimorfik bant profili gdsteren primer
oldugu belirlendi. Degerlendirmeye alinan 10 RAPD primerinin her birinin ayr1 ayri
polimorfizm ve monomorfizm yiizdelerine bakildiginda polimorfizm ve
monomorfizm yiizdeleri sirastyla %48,75 ve %51,25 olarak belirlendi. Toplamda
elde edilen 97 DNA bandimnin 41 tanesi monomorfik bant, geriye kalan 39 tanesi ise
polimorfik DNA bandidir. RAPD bantlarindaki polimorfizmin sebebi nokta
mutasyonlar, genetik ve kromozomal yeniden diizenlenmeler, delesyon ve insersiyon
gibi genomik DNA zinciri hasarlarinin bir gostergesi olarak aciklanabilir (Atienzar
ve dig., 2002; Wolf ve dig., 2004). RAPD profilleri, uygulama yapilmamis kontrol
ve uygulama yapilmis L.culinaris kokleri arasinda ¢ogaltilmig DNA bantlarinin say1

ve biiyiikliiklerinde belirgin farkliliklar gdsterdi. Yeni DNA bantlarinin molekiiler
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ebatlar1 187 (primer OPAOQ3) ile 1484 (primer OPAQ2) baz ¢ifti araliginda degisti.
Yeni bantlarin %851 1000 baz ¢iftinden kiigiiktiir. Uygulama gruplari arasinda en
fazla yeni DNA band1 600 ppm (2xXECS50) uygulamasinda belirlendi. Yeni DNA
bantlarinin toplam sayisinin kumarin konsantrasyonlarindaki artis ile belirgin bir
sekilde arttig1 tespit edildi.Uygulama gruplar1 arasinda en fazla RAPD bandi kaybi
(16 bant) 300 ppm kumarin uygulamasinda belirlendi. Bantlarin kaybolmasi genomik
DNA’da kumarince olusturulmus olan DNA hasarlar (tek iplik kiriklar, ¢ift iplik
kiriklari, modifiye bazlar, bazsiz yerler, okside bazlar, DNA kd&priileri, DNA—protein
capraz baglar1), veya nokta ve/veya biiyiikk kromozomal diizenlemeleri igine alan
mutasyonlardan kaynaklanmis olabilir (Atienzar ve dig., 1999). PZR reaksiyonu
sirasinda, genomik DNA’nin hasarli bolgelerine primer baglanmasi ger¢eklesmemis
veya hasarli kalip DNA bolgesi ile karsilasmis Taq DNA polimeraz enziminin
reaksiyonu inhibisyonu sonucunda bant kaybi1 ger¢eklesmis olabilir (Atienzar ve Jha
2006). Yeni bant olusumlart en fazla (10 bant) 600 ppm kumarin uygulamasinda
belirlendi. Yeni RAPD PZR bantlarinin olugmasi nokta mutasyonuyla yeni primer
baglanma yerlerinin olugsmasi veya iki primer baglanma yerini yakinlagtiran ya da
uzaklastiran homolog rekombinasyonlar ve/veya delesyon/insersiyonlarin varliginda

olustugu soylenebilir (Atienzar ve dig., 1999; Atienzar ve Jha, 2006).

Calismamizda, genotoksisitenin RAPD ile belirlenmesinin yani sira uygulama
gruplarinin kontrolden genetik olarak ne kadar uzaklastiginin analizi de yapildi.
RAPD gibi molekiiler markorlerin niimerik analiz yontemi kullanilarak genomik
DNA’lar i¢in olusturulan dendrogram (genetik iligkinin agac¢landirilarak
gosterilmesi), molekiiler bitki sistematiginde yani tiirler arasi, tiir i¢i veya
poplilasyonlar i¢i ve arasi degerlendirilmesinde etkin bir yontemdir (Zhiyi ve
Haowen, 2004). PAST programi kullanilarak tiim uygulama gruplar1 arasindaki
genetik benzerlik katsayilarina bakildiginda; kontrol grubuna gore 300 ppm kumarin
uygulanmas1 genetik olarak 0,48 yakinlik gdsterirken 2xXEC50 degeri olan 600ppm
0,59 yakinlik gosterdi. Kumarin konsantrasyonundaki artis kontrol grubuna gore
genetik mesafede artmaya sebep oldugu belirlendi. Arastirmamizda genetik benzerlik
katsayilar1 1.00’dan  duisiik ¢ikti. Bu, uygulama gruplarindaki bitkilerin
DNA’larindaki hasarin bir gostergesidir. Hesaplanan genetik benzerlik katsayilarina

ve kumarin konsantrasyonlarina gore DNA tahribatinin seviyesinde de artig

143



belirlendi. PAST analizi sonucuna gore ¢izilen dendrogramda uygulama yapilmis ve
yapilmamis kokler iki ana kiime olusturdu. 600 ppm kumarin uygulamasi ve kontrol
grubu ayni dallanmada yer alirken 300 ppm kumarin uygulamasi ayr1 dallanma
gosterdi. Genetik benzerlik katsayilarinin kullanilmasiyla olusturulmus olan UPGMA
dendrograminda uygulama gruplar1 arasindaki rakamsal iliski sekil olarak da

gosterildi. 300 ppm kumarin uygulamasi kontrol grubundan en uzakta kiimelendi.

Toksik ajanlarin etkisi altinda kalan orneklerin kontrol grubuna gére RAPD
profillerindeki degisiklikler her bir primer i¢in genomik kalip kararlilik yiizdesi
(Genomic Kalip Kararliligi; GKK %) olarak saptanir (Atienzar ve dig., 1999). Toksik
maddelere maruz birakilarak RAPD profillerindeki degisikliklerin uyarilmasi,
genomik kalip kararlilig: ile iligkilidir. RAPD profillerinde belirlenen degisikliklerin
nitel bir degerlendirmesini gosteren genomik kalip DNA kararliligt (GKK,%)
degerleri 8 primer igin hesaplandi. GKK degerlerindeki azalma 600 ppm
uygulamasinda %45.8 iken 300 ppm uygulamasinda 9%48,5 olarak belirlendi.
Calismamiz  sonucunda elde ettigimiz verilere gdre; artan kumarin
konsantrasyonlarinda genomik kalip kararliliginda diistis gézlendi. GKK degerlerinin
artan doza bagli olarak kontrol grubundan uzaklagmasi,uygulanan (EC50 ve
2xEC50) kumarin dozlarinin mutasyonlara neden oldugu goriisii ile agiklanabilir.
Genomik kalip kararliligi, DNA hasar seviyesi, replikasyon ve onarim etkinligi ile
ilgilidir. RAPD profillerinden hareketle GKK oranindaki azalmanin ise DNA hasar
seviyesi, DNA replikasyonu ve tamir mekanizmalarindaki aksakliklar ile iligkili
oldugu rapor edilmistir (Atienzar ve dig., 1999; Liu ve dig., 2005; Cenkgi ve dig.,
2010). Genomik kararsizlik strese bagli olarak artan reaktif oksijen tiirlerinin, nokta
mutasyonlari, genetik ve kromozomal diizenlenmeler, delesyon ve insersiyon gibi
genomik DNA hasarlar1 olusturmasina baglanabilir. GKK yiizdeleri ile fide kok
uzunluklari, protein icerikleri, pigment igerikleri gibi klasik fizyolojik ve
biyokimyasal verilerin kontrol gruplarina gore degisim yiizdeleri karsilagtirilarak
toksik maddelerin organizma Tlizerindeki etkileri yaygin olarak kiyaslanabilir

(Atienzar ve dig.,1999; Liu ve dig.,2005; Cenkgi ve dig., 2010).

RAPD teknigi bu ¢alismada kumarin stresine maruz birakilmis organizmalarin DNA
degisikliklerinin belirlenmesi i¢in giivenilir sonuglar iiretmis olsa da, ileriki

deneylerle bunun gecerliliginin kanitlanmasi gerekmektedir. Genotoksik ajanlarin
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genotoksik etkilerini birden fazla genotoksisite testi ile ayni anda c¢alismanin bu
ajanlarin etkisini tam olarak belirlemede daha faydali olacag: diisiincesindeyiz. Bu
calismada kumarin konsantrasyonlarinin arttirilmasi ile DNA bant profillerindeki
degisiklikler artmis olmakla birlikte bu degisikliklerin mutasyonlara doniisiip
doniismedigi hakkinda bir bilgi sahibi degiliz. RAPD PZR tekniginin DNA hasar1 ve
mutasyonlar1 ne kadar etkin bir sekilde belirlediginden emin olmak i¢in RAPD PZR
sonuglarinin, DNA iplik kiriklarin1 ve kromozom aberasyonlarini belirleyen bazi
DNA analiz metotlar ile desteklenmesi gerektigi diisiincesindeyiz. Ayrica RAPD
PZR profillerinde kaybolan veya yeni ortaya ¢ikan DNA bantlarinin dizi analizi
bilgilerinin elde edilmesi RAPD PZR sonuglarini daha giivenilir hale getirecektir.
Sonu¢ olarak, RAPD PZR analizi ile tespit edilen DNA polimorfizmi cevresel
kirleticilerin olusturdugu toksik etkiler i¢cin uygun ve yararli bir biyomarkdr olarak

kullanilabilecegi diislincesindeyiz.

5.4.2. L.culinaris’de Real Time PZR analizleri ile kumarinin etkisinin

belirlenmesi

Real Time PZR uygulamalarinda, meydana gelen iiriin miktarin1 yansitan floresans
sinyal olusturulur. Real Time PZR uygulamalar1 sonucunda meydana gelen kisa
sekanslar amplikon olarak tanimlanir. Baslangic dongiilerinde kantitatif Real Time
PZR’da sinyal zayif iken sinyalin giliclenmesi amplikonlarin miktarlarinin artist ile
meydana gelir. Sinyalin esik seviyeye gelmesi ic¢in gereken dongli sayis1 Ct
(threshold cycle = esik deger dongli) ya da Cq degeri olarak tanimlanir.
Amplifikasyon cevap egrileri Ct ya da Cq degeri asildiktan sonra logaritmik olarak
yiikselir (Kubista ve dig,. 2006) (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. Real Time PZR cevap egrileri (Kubista
ve dig., 2006)

DNA materyalinin amplifikasyonu ile floresans sinyalin 6l¢iilmesiyle kisa siirede,
nitel olarak sonug¢ alinir. SYBR Green I isimli boya yalmizca cift zincirli DNA’ya
baglanir. Olusan amplifikasyona bagli DNA artis1 ile ortaya ¢ikan floresans degeri
olciiliir. Tlgili primerlerin cDNA’ya baglanmasiyla gergeklesen uzama asamasinda,
hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan SYBR Green miktar1
yiikselmekte ve buna bagl olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenmektedir.
SYBR Green I ortamda hedef genler olmadiginda, primerlerin kendi aralarinda
olusabilecek olan baglanmalar sonucunda spesifik olmayan amplifikasyon
gosterebilir. Bu istenmeyen sonucu engellemek i¢in amplifikasyon iiriinlerinin erime
egrisi analizi yapilir. Ayrica erime egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm derecesi
(Primerlerin ayrilmis DNA zincirleri lizerinde komplementer olduklar1 bolgelere
eslesip kalip DNA zinciri ile primer arasinda hidrojen baglarmin olusmasinin
saglanacagi bir sicaklik derecesidir.) belirlenebilir (Kubista ve dig,. 2006). Toksik
kimyasallar genomun biitiinliigiine zarar veririken DNA' nin ifadesini dogrudan ya da
dolayli olarak etkileyebilir. Uzun donemli etkilesim sonucu ise maruz birakilan
organizmalarin genetik materyalinde bir degisiklige sebep olabilir (Zhiyi ve Haowen,

2004).

Calismamizda, hedef genler olan CAT, Cu/Zn SOD ve Mn SOD genlerinin
L.culinaris kok dokularinda kumarin stresi altinda ekspresyon miktarlar1 Real-Time

PZR yontemiyle SYBR Green I boyast kullanilarak arastirildi. Kontrol ve
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housekeeping gene gore gerceklestirilen deneyler sonucunda elde edilen veriler
degerlendrildiginde L.culinaris kok dokularinda calisilan genlerin ifadesinde

kontrole gore farkliliklar meydana geldigi goriildii.

Calismamizda kontrol grubu olarak Hoagland ¢ozeltisinde, 300 ppm kumarin ve 600
ppm kumarin ¢dzeltisinde 72 saat siire ile ¢imlendirilen L.culinaris bitkisinin
koklerinden alman orneklerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirildi.
Real Time PZR islemi sonrasinda her ii¢ gen i¢in de farkli  kumarin
konsantrasyonlarindaki 6rneklerde polimeraz zincir reaksiyonu es zamanli olarak
izlendi ve pik profili olarak kaydedildi. Ct (Cycle Treshold) degerleri pik profilleri

araciligi ile belirlendi.

Sonuglara bakildiginda kontrol grubuna gore CAT geninin ifade diizeyi 300 ppm ve
600 ppm kumarin uygulamalarinin ortalama Cq degerleri arasindaki fark istatiksel
olarak (p<0,05) anlamli bulunurken REST programi ile elde edilen sonuglara ait
CAT geninin ifade diizeyi kontrole goére hem 300 ppm kumarin uygulanmasinda

hem de 600 ppm kumarin uygulanmasinda ise azaldi.

Cu/Zn-SOD geninin ifade diizeyi kontrol grubuna goére 300 ppm ve 600 ppm
kumarin uygulamalarmin ortalama Cq degerleri arasindaki fark istatiksel olarak
(p<0,05) anlaml1 bulundu ve REST programi ile elde edilen ait Cu/Zn-SOD geninin
ifade diizeyi Kontrole gére hem 300 ppm kumarin uygulanmasinda hemde ,600 ppm

kumarin uygulanmasinda ise azaldig1 belirlendi.

Mn-SOD geninin ifade diizeyi kontrol grubuna gére 300 ppm ve 600 ppm kumarin
uygulamalarinin ortalama Cq degerleri arasindaki fark istatiksel olarak (p<0,05)
anlamli bulunurken REST programi ile elde edilen ait Mn-SOD geninin ifade
diizeyi kontrole gore 300 ppm kumarin uygulanmasinda 1,928 kat artarken, 600 ppm

kumarin uygulanmasinda ise -3,673 kat azalttig1 belirlendi.

Ilgilenilen hedef genlerin stres kosullar1 altindaki davranislarmin Real-Time PZR
yontemiyle takip edilmesi genlerin fonksiyonlarinin belirlenmesine ve stresle iliskili
olan genlerin tanimlanmasina imkan saglar (Wu ve dig., 2004). Strese kars1 genlerin
anlatimlarinin  arttirillmas1 ya da azaltilmasi molekiiler diizeyde gergeklesen

mekanizmalardir. Farkli bitki tiirlerinden abiyotik stresle iligkili bir¢ok gen ve
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transkripsiyon faktorii tanimlanmistir (Agarwal ve dig., 2012; Shinozaki ve
Yamaguchi- Shinozaki, 2000; Chinnusamy ve dig., 2003). Toksik maddelerin genetik
materyal ile etkilesimi ve bunun sonucunda meydana gelen mutasyon cesitleri,
kromozom mutasyonlar1 ve gen mutasyonlar1 gen ifadelerinde degisikliklere sebep
olmus olabilir. Abiyotik stresle iligkili birgok gen ve transkripsiyon faktorii strese
toleransta gorevli genlerin anlatimlarini diizenler ve baska transkripsiyon faktorlerin
anlatimlarin1 saglayabilirler. Bitkiler gibi hareket edemeyen organizmalar igin
cevreden gelen sinyallerin algilanmasi ve bu sinyallerin hiicreye aktarilarak gen
anlatimlarmin yapilmasi ya da genlerin susturulmasi ¢ok Onemlidir. Genin baz
dizisindeki bir degisim o gen tarafindan kodlanmis olan iiriinde de degisime sebep
olmus olabilir ya da ilgili genin anlatimini durdurmus olabilir. Boyle mutant bir
genin mutant enzimi, aminoasit dizisindeki meydana gelen degisme sebebiyle inaktif
ya da daha az aktif olabilir. Eger hiicre mutasyon sonucu ihtiya¢ duydugu bir

fenotipik ozelligi yitirirse genotipikteki bu degisiklik zararli ya da 6ldiiriicii olabilir.

Calismamizda secilen genlerin anlatimlari ve bu genlerin iiriinleri olan enzimlerin
aktivitelerinin degisimleri paralel sonuglar verdi. Ancak SOD enzimini 3 izozimi
olmasiyla sebebiyle Fe SOD geninin anlatim ¢aligmalarinin yapilmasi ile bu genin
anlatim profili desteklenebilir. Ayrica Western blot analizleri ile siiperoksit dismutaz
izozimlerinin hangisinin 06zellikle anlatiminin diistiigli belirlenebilir. Literatiir
arastirmalarinda kumarinin L.culinaris ya da baska bir bitki ilizerindeki etkisini
gosteren Real Time PZR ile yapilan herhangi bir molekiiler ¢aligmaya rastlanmadi.
Bu a¢idan ¢alismamiz L.culinaris kokleri iizerine kumarin stresi ile ilgili Real Time

PZR teknigi ile yapilan ilk ¢aligma olma 6zelligi gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sitotoksik ve genotoksik c¢alismalarda ¢evresel kirleticilerin  etkilerinin
belirlenmesinde bitkiler olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bitkiler gibi
okaryotik canlilardan elde edilen veriler bu kirleticilerin 6zellikle insanlar i¢in de
cesitli olumsuz etkilere neden olup olmadiginin anlagilmasi bakimindan oldukca
onemlidir. Bu tez calismasinda, alleopatik potansiyele sahip kumarin maddesinin
L.culinaris Uizerindeki sitotoksik, genotoksik ve biyokimyasal etkilerinin belirlenmesi
ile elde edilen verilere gore literatiirde bu konu ile ilgili eksikligin belirli bir
dereceye kadar kapatilmasinda, bazi agik kalmis noktalarin aydinlatilmasinda ve bitki
fizyolojisi ile ¢alisan arastirmacilari katki saglayacagi timit edilmektedir. Model canli
olarak okaryotik bitkilerin se¢ilmesi, toksik dozlarin miktarini belirlemenin yani sira,
sitotoksisite, genotoksisite ve ¢esitli fizyolojik parametrelerin = Slgiilmesini

kolaylastirdi.

Calismamizi genel olarak ele alacak olursak; bulgularimiz kumarin maddesinin
L.culinaris bitkisinin vejetatif biiylimesi iizerinde inhibisyon olusturmus olabilecegi
diisiincesindeyiz. Bu hipotez hem literatiir taramalariyla hem de bizim verilerimiz ile
desteklenmektedir. Probit analizi ile elde edilen EC50 kumarin konsantrasyon
degerinde bitkinin kdklerinde biiyiime azalis1 kendini gostermektedir. Kontrole gore
kok uzunluklarindaki azalisa genel anlamda bakildiginda, kumarinin sebep oldugu
stres ile biliylimede bir inhibisyondan bahsedilebilir. Mitotik indeksdeki azalislar,
anormal boliinen hiicrelerin sayilarin artmasi ve kromozom anormalliklerinde
goriilen artislar; hiicre bdliinmesindeki kontrol noktalarini diizenleyen genleri veya
gen Uriinlerini etkilemesinden, enerji yolaginin, protein, RNA ve DNA sentezlerinin
inhibe olmasindan, mikrotiibiil organizasyonunun degismesinden ve ig ipliklerinin
olusumunu saglayan temel proteinlerin sentez mekanizmasinin etkilemesi sonucunda
olusabildigi tartisma kisminda belirtildi. Bu sonuglardan yola ¢ikarak kumarinin
sitotoksik bir ajan gibi davrandigin1 sdyleyebiliriz. Biyokimyasal analiz sonuglari,
kumarinin bitkide hidrojen peroksit miktarlarinin artmasina sebep olarak oksidatif

stres olusturmast MDA miktari, antioksidan enzim aktivite Olglimleri gibi diger
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sonuglarla uyum igindedir. Orneklerin ¢dziiniir protein konsantrasyonlari ile SDS-
PAGE profilleri de artan kumarin konsantrasyonlarinin bitkide stres olusturdugu ve
buna bagl olarak meydana gelen fizyolojik, biyokimyasal ve genetiksel degisimlerin
olustugu diisiincesindeyiz. Kumarin uygulamasi ile toplam protein seviyesinde
belirlenen artig sentezlenen stres proteinleri ile aciklanabilir. Cesitli detoksifikasyon
enzimlerinin ve ara metabolitlerin protein yapida olmasi bu artista etkili olmusg
olabilir. Calismalarimizin sonucundaki prolin miktarindaki anlamli artislar ile birlikte
MDA’nin orantilt artis1 oksidatif stresi ve toksisite sonucu membranlarda lipit
peroksidasyonunu gostermektedir. Prolin miktarindaki artis bitkinin adaptasyonunda
oksijen radikallerinden olusan zarara karsi bir korumaya neden olmaktadir. Prolin
miktarindaki artisin bagka bir sebebi, stres altindaki bitkide, serbest oksijen
radikallerinin detoksifikasyonuna katilmasi ve stres kosullarina toleransda énemli rol
oynayan koruyucu 6zellige sahip azot iceren bir aminoasit olmasit olabilir. Lipit
peroksidasyonu diger stres cesitleri etkisiyle de goriilen bir olgu olup membran
biitiinliigiiniin  bozulmast ve hiicrenin hasar gérmesi durumunda meydana
gelmektedir. Pek ¢ok bilimsel arastirma lipit peroksidasyonu ile bitkinin stres
karsisinda savunma yaniti olarak kullandigi  antioksidatif sistemlerinin
mekanizmalarini aragtirmigtir. Calismamiz da bu konuyu ele almasi bakimindan
degerlendirildiginde, biyokimyasal analizlerde yapilan c¢alismalarla Ongoriilen
amaclarina ulastigin1 diisiinmekteyiz. Kumarin uygulanmis mercimek bitkilerinde
antioksidatif enzimlere ve MDA miktarina bakilirsa, bitkiler oksidatif strese
girmislerdir. Kumarin membran lipitlerinin oksidasyonuna sebep olmus ve hiicrede
hasar meydana getirmistir. Aragtirmacilar cesitli stres tiirleri altindaki bitkilerin
fotosentez oraninda azalma meydana geldigini PSII de meydana gelen hasarlar
sebebiyle MDA miktarinda artis oldugunu bildirmisler. Bu tarz calismalarin daha
genis kapsamli farkli konsantrasyonlar1 kapsayan ve daha uzun siireli olarak
gerceklestirildiginde daha net ¢oziimler icin faydali olacagini belirtebiliriz. Alfa
amilaz gibi c¢imlenme asamasinda Onemli goreve sahip bir enzimin kumarin
uygulanmasi sonucunda aktivitesinde meydana gelen azalma, artan kumarin
konsantrasyonu ile ¢imlenme miktarlarinda meydana gelen azalmalar ile paralellik
gostermektedir. Bu sonuglar birbirini destekler niteliktedir. Bitkinin strese karsi
kullandig1 antioksidatif sistemin enzimlerinden olan CAT ve SOD’un belirli

savunma gorevlerinde isbirligi i¢inde calistigt sonuclarimizda belirtildi. Kumarin
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uygulamasi ile CAT ve SOD aktivitelerinde gézlenen azalma kumarin uygulamast ile
bitkideki reaktif oksijen lriinlerinin arttig1 ve bitkinin bu strese karsi koymak i¢in
antioksidatif savunma devreye soktugu seklinde yorumlanabilir. Pek ¢ok arastirmaci
tarafindan katalaz ve SOD gibi enzimlerin biyotik ve abiyotik stres
mekanizmalarinda  kilit gorev aldiklar1 belirtilmigtir. SOD ve CAT enzimlerinin,

stres altindaki bitkiyi ROS tiirlerine kars1 korudugunu sdyleyebiliriz.

RAPD teknigi ile bu ¢alismada kumarin stresine maruz birakilmis L. culinaris’in
DNA degisikliklerinin belirlenmesi hedeflendi. Kumarin konsantrasyonlarinin
arttirtlmas1 ile DNA bant profillerindeki degisiklikleri artmis olmakla birlikte bu
degisikliklerin mutasyonlara doniistip doniismedigi hakkinda bir bilgi sahibi degiliz.
RAPD PZR analizi sonucunda kumarin maddesinin bitkinin genetik materyaline
zarar vermis olabilecegi diislincesindeyiz. Calismamizda, katalaz ve siiperoksit
izoenziminlerinin ¢esitli stres kosullar1 altindaki davraniglarinin Real-Time PZR
yontemiyle takip edilerek genlerin fonksiyonlarinin belirlenmesine ve stresle iliskili
olan genlerin tanimlanmasina olanak saglandi. Toksik maddelerin genetik materyal
ile etkilesimi ve bunun sonucunda meydana gelen mutasyon gesitleri, kromozom
mutasyonlart ve gen mutasyonlari gen ifadelerinde degisikliklere sebep olmus
olabilir. Bu tez ¢alismasinda calisilan genlerin anlatimlar1 ve bu genlerin iiriinleri
olan enzim aktivitelerinindeki degisimler paralel sonuglar verdi. Genel anlamda elde
edilen sonuglar literatiir bilgisi ile uyum igerisinde olup farkli sonuglar da elde edildi.
Bu durum gerek bitki tiirii, ¢esidi, uygulama dozlar1 ve bitki yetisme kosullar1 gibi

cevresel dis etmenlerden kaynaklanmis olabilecegi diisiincesindeyiz.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar ile agagidaki ¢iktilar hedeflendi;

- Alleopatik potansiyele sahip kumarin bilesiginin L.culinaris lizerindeki sitotoksik,
genotoksik ve molekiiler etkilerinin belirlenmesi,

- Toksisite ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan mitoz béliinme testleri ve
kromozom anormaliligi belirleme yontemi ile allelopatik kimyasallarin etkilerinin
tespit edilmesinde farkli bir alana uygulanmasi,

- Hem tiiketiciler hem de ¢evre icin daha saglikli ve giivenli herbisit Oncii
maddelerinin tespit edilmesi,

- Sentetik ve hedef olmayan organizmalara da toksik etki gdsterebilen herbisitlere

alternatif herbisitlerin gelistirilmesi,
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- Tarim alanlarinda verim artig1 saglanirken dogal dengenin de korunmasi,

- L.culinaris in sitotoksisite ve genotoksisite ¢aligmalarinda uygun bir bioindikator
olabileceginin gosterilmesi,

- Kumarin bilesiginin toksik etkilerinin belirlenmesiyle ¢esitli alanlarda (tarim, tip,
boya ve gida sanayii gibi) giivenli kullanimlarinin saglanmast,

- Herbisit olarak kullanimlar1 6nerilen ve son yillarda sentetik kimyasallarin yerini
alan dogal bitki bilesenlerinin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi,

- Allelopatik etkiye sahip olan, ¢cimlenmeyi etkileyen, sitotoksik karaktere sahip bu
bilesenlerin DNA materyali ve protein sentezi iizerinde ne gibi degisimlere neden

oldugunun belirlenmesi.

Allelopatik etkilesim gibi konularda bitki-organizma etkilesimlerinin tek yonlii
degerlendirilmemesi 6nemlidir. Laboratuvar gibi stabil olmayan sartlarda, allelopatik
olaylarin meydana gelmesinde bir¢ok ekolojik, edafik ve mikrobiyal sartlar gibi dis
etkilerin yaninda bitkinin fenolojik yasi, tolerans sinir1 ve genetik yapisi da bilesigin
ya da bilesiklerin allelopatik potansiyeli lizerinde etkili olmaktadir. Laboratuvar
kosullarinda bu durumun bir kismi géz ardi edilerek calismalar yapildi. Bitkide
sekonder metabolit olarak kullanilan ve allelopatik etkiye sahip olan kumarinin,
tarim, gida, kozmetik, tip gibi bircok alanda aktif olarak kullanimlari, etki
mekanizmalarinin agiklanmasi gerekliligini de beraber getirmistir. Bu bilesiklerin
allelopatik ve toksik etkilerinin tam olarak anlasilmasi igin sitolojik, genetik,
biyokimyasal ve fizyolojik testlerin beraber yiiriitilmesinde fayda vardir. Bitkiler
iizerinde yapilan caligmalar ile stres kosullarima dayanikli bitki tiirlerindeki
savunma mekanizmalarinin anlasilmas1 ve boylelikle iiriin kayiplarinin en aza
indirilmesi beslenme, tarim ekonomileri agisisindan son derece dnemlidir. Bu amagla
son yillarda gelisen teknoloji ile strese dayanikli bitki tiirlerinin iiretilmesi ve
gelecekte  ortaya ¢ikmasi  muhtemel beslenme  sorununun  Onlenmesi
hedeflenmektedir. Ayrica calismamizin bu konuda yapilmis calismalara katki
saglayacagi ve bitki sekonder metabolitlerininin etkilerinin anlasilmasina yonelik
yeni ¢aligmalara 151k tutacagi diisiincesindeyiz. Bu ¢aligmada kumarinin L.culinaris
tizerinde olusturacag: sitotoksik, genotoksik ve molekiiler etkilerinin belirlenmesini

saglayacagindan daha sonra yapilacak caligmalar i¢in 6nemli bir veri kaynagi
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olacaktir. Bitkilerin stres faktorlerine dayaniklilik mekanizmalarinin belirlenmesine

yonelik ¢aligmalarin yapilmasinin yararli olacagina inantyoruz.

Bu tez calismasinda elde edilen bazi verilerin ilk kez saptanmasi agisindan da ayrica
bir 6neme sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Bu konu ile ilgili olarak ¢ok fazla literatiir
bilgisine ulasilamamistir. Kumarinin ¢esitli bitkiler ve canlilar tizerindeki etkisi bazi
arastirmacilar tarafindan belirtilmis ancak mercimek bitkisi tizerindeki etkisi ilk defa
bu tez ¢aligmasi ile belirlendi. Bu nedenle allelopatik kimyasallarin etkilerinin tespit
edilmesinde, kumarin bilesiginin Okaryotik canlilar iizerindeki toksik etkilerinin
belirlenmesinde ve biyolojik pargalanabilirlikleri hizli ve kolay olan hem tiiketiciler
hem de cevre icin daha saglikli ve glivenli maddelerinin tespit edilmesinde, baska
caligmalara katki saglayacagi kanisindayiz. Bitki sekonder metabolitlerinden olan
kumarinin bagka organizmalar {izerindeki etki mekanizmasmin aydinlatilmasinin
daha detayli molekiiler diizeydeki arastirmalarla desteklenmesinin gerekli oldugu

diisiincesindeyiz.
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Ek-A

Confidence Limits

Probability 95% Confidence Limits for KullanilanDoz
Estimate Lower Bound Upper Bound
PROBIT? ,010 651,672 474,331 1472,819
,020 607,987 447,157 1347,418
,030 580,270 429,823 1267,948
,040 559,420 416,724 1208,226
,050 542,460 406,023 1159,692
,060 528,025 396,378 1118,419
,070 515,367 388,827 1082,263
,080 504,034 381,590 1049,918
,090 493,728 374,982 1020,528
,100 484,240 368,374 993,500
,150 444,959 343,276 881,905
,200 413,740 322,439 793,704
,250 386,957 304,041 718,558
,300 362,904 286,911 651,683
,350 340,616 270,282 590,469
,400 319,467 253,504 533,381
450 299,005 235,882 479,536
,500 278,868 216,517 428,569
,550 258,730 194,112 380,640
,600 238,268 166,810 336,476
,650 217,119 132,299 297,121
,700 194,831 88,459 263,118
,750 170,779 33,886 233,686
,800 143,995 -32,884 206,912
,850 112,776 -115,352 180,343
,900 73,495 -222,873 150,671
,910 64,008 -249,221 143,882
,920 53,701 -277,963 136,627
,930 42,368 -309,688 128,770
,940 29,710 -345,247 120,122
,950 15,275 -385,939 110,395
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