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JUGLON’UN KAVUN FIDELERINDE PROTEIN VE ENZIM PARAMETRELERI
UZERINE ETKIiSi

Emel TURAN
Biyoloji Boliimii, Yiiksek Lisans Tezi, 2003
Tez Damigmani: Prof. Dr. Ismail KOCACALISKAN

OZET

Bu ¢aligmada juglon®un kavun (Cucumis melo cv kis kavunu) fidelerinde kok ve govde
biiylimesi ile protein miktar1 ve polifenol oksidaz enzim aktiviteleri iizerine etkileri
arastirilmistir. Juglon 1 mM konsantrasyonunda testali ve testasiz olmak iizere iki grup tohum

tizerinde ve farkh siirelerde uygulanmigtir,

Sonug olarak, juglon testali tohumlarda 0.giinde (tohumlara) uygulanirsa fide
bijylimesini, protein miktarin1 ve katekol oksidaz aktivitesini artirdigi buna karsin gimlenme
sonrast safhalarda (fidelere) uygulandiginda ise juglon bilylimeyi engelleyici etki gdstermis
fakat protein miktar: ile katekol oksidaz aktivitesini azaltmistir. Dopa oksidaz aktivitesi biitiin
juglon uygulamalarinda artmistir. Diger taraftan juglon testasiz tohumlara 0.giinde
uygulandiginda ise fide uzamasimi engellerken fidelerde taze ve kuru agirlik artigina sebep
olmustur. Yapilan elektroforetik analizlerde juglon uygulanan fidelerin protein ve izoenzim
bandlarinda kontrole gore baz: kiigiik farklar goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Dopa Oksidaz, Elektroforez, Fide Biiyiimesi, Juglon, Katekol Oksidaz,
Kavun, Protein.
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SUMMARY

In this study, the effects of juglone on root and shoot growth of the muskmelon
(Cucumis melo cv kig kavunu) seedlings at the same time their protein content and polyphenol
oxidase enzyme activities were researched. Juglone has been applied on both intact seeds and

coatless seeds at different durations, as ImM concentration.

As conclusion, if juglone applied on intact seeds at the pregerminative stage (i.e on
seeds) then it increased seedling growth protein content and catechol oxidase activity. In
contrary, juglone if applied at postgerminative stages (i.e on seedlings) then it showed inhibitive
effect on seedling growth but increased protein content and catechol oxidase activity. Dopa
oxidase activity was increased by all the juglone applications. On the other hand,
pregerminative treatment of the coatless seeds with juglone inhibited seedling elongation but it
caused to increase in fress and dry weights of the seedlings. In electrophoretic analyses, protein
and isoenzyme band patterns of the juglone treated seedlings were found to show some small

differences with respect to control seedlings.

Key words: Catechol Oxidase, Dopa Oxidase, Electrophoresis, Juglone, Muskmelon, Protein,
Seedling Growth.
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1. GIRIS
1.1. Allelopati

Allelopati “ Bir bitki tarafindan sentezlenen ve saliverilen bazi kimyasal maddelerin
bitki tiirline bagl olarak komsu bitkileri olumlu veya olumsuz agidan etkilemesi “olarak
tanimlanmis olup kisaca “bitkiler arasindaki kimyasal etkilesim > olarak da tarif edilebilir.
Allelopatik yonden etkili olan kimyasal maddeye allelokimyasal denir. Allelokimyasallar
toksik (inhibitor) iseler veya etki ettikleri bitki tiirlerini gevre sartlarma duyarli hale
getiriyorlarsa stres ajanidirlar. Bir allelokimyasal bitki tiiriine gore, olumlu veya olumsuz etki
gosterebilirler. Bitkilerde goriilen bu durum allelokimyasal maddenin gesidi, konsantrasyonu ve
etkileme zamanina baghdir. Fakat genel olarak allelokimyasal maddelerin etkileri olumsuz
olmaktadir. Allelopatik etkinin olumsuz belirtileri; biiyiimede, fotosentez ve solunum hizinda
azalma, koklerde iyon alimimi engelleme, deformasyon, klorozis, absisyon, kuruma, §liim olarak
siralanabilir.  Allelokimyasal madde bitkinin k&k ve yapraklarindan salgilanabilir. Sayet
koklerden salinmigsa direk olarak topraga geger, yapraklardan salgilanmigsa yagmurla
yikanarak topraga gecer ve daha sonra topraktan komsu bitkinin kéklerine ulagir ve kokler
tarafindan alinir. Allelokimyasallar, tasinma esnasinda ortamdaki mikroorganizmalar (bakteri,
mantar) tarafindan degisiklife ugratilabilir. Bazi allelokimyasal maddeler ise yapraklardan
ucucu madde veya gaz seklinde havaya verilir ve hava yoluyla bagka bitkinin yapraklarindan
igeri almnabilir. Allelokimyasal maddelerin sentezlendigi bitkideki fizyolojik rollerinin ne
oldugu heniiz tam agiklanamamaktadir. Fakat bitkiler iizerindeki olumsuz etkilerin fazla
olmas, allelokimyasal maddelerin bitkinin bir savunma silaht olabilecegi gibi, az da olsa bazi
bitkiler iizerinde olumlu etkilerinin de olmasi bakimindan bunlarin bitkiler arasindaki komsuluk

iligkilerinin belirlenmesinde rol oynayan maddeler olabilecegi diisiiniilmektedir [17;44].

Allelopati ile ilgili gozlemler milattan &nceki yillara kadar dayanmaktadir. Ilk olarak
allelopati ifadesini Molish 1937 de kullanmistir [17]. Ancak bu sahadaki gergek ilmi gelismeler
ve allelopatinin bir ihtisas dali olarak ortaya ¢ikmasi 1970°1i yillardan sonra olmugtur.

Biiyiime inhibisyonu’nun oldugu alanlardaki bitki tiirlerinin gdzlenmis Srnekleri ya
allelopati yada kaynak rekabeti ile agiklanabilir. Ilave olarak, goézlemlenen &rnekleri
etkileyebilen diger ii¢ faktdr vardir. Ormnegin, besinsel dinamiklerdeki degisimler, toprak
mikrobiyal ekolojisi yada toprak mineralizasyonu bitki tiirlerinin dagilimmm ve bilyiimeyi

etkileyebilir [11].
Allelopatik aragtirmalarda basarilmasi gereken ti¢ durum vardr:

1. Ekolojik durum ; allelopatinin tabiattaki konumunu belirlemek.



2. Kimyasal durum ; ilgili allelokimyasallarin izolasyonu, tanim1 ve yapisl.

3. Fizyolojik durum; biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler seviyede etkilesiminin

mekanizmasinin tamim: [44].

Toprakta allelokimyasallarin akibeti, faaliyet tarzi ve mikroorganizmalar iizerine etkileri
ve besin mevcudiyeti aragtirilmaktadir [6]. Birkag aragtirmaci ormanda ve tarimda allelopatinin
ekolojik seviyede perspektifini arastrmustir [60]. Allelopatik etkilesimlere dahil olan
allelokimyasallar ¢ok genig gruplari kapsar [40]. Allelopatik metodoloji, allelopatinin
islevlerini ve Gnerilerin tespiti icin gerekli alt1 noktay: arastirir.

Bir tiir veya bitki bir digerine inhibisyon etkisi géstermeli.
Varsayilan etkileyici bitki bir toksin iiretmeli.
Bitkiden gevreye toksin saliverilmeli.

1

2

3

4. Toksin ¢evrede toplanmali yada tagmabilir olmali.

5. Etkileyen toksini absorbe etmenin bazi yollar: olmal.
6

Inhibisyonu gézlenen érnekler sadece fiziksel faktorlerle agiklanamaz [44].

Bazi bitki tiirleri rizosfere allelokimyasal salivermeleriyle allelopatik potansiyele

sahiptirler. Ceviz agaci bu bitkilerin eskiden beri en ¢ok bilinenidir [67].
1.2. Ceviz Agaci ve Juglon '

Amerika’da dogal olarak yayilim gésteren kara ceviz agag¢larinin (juglans nigra) dibinde
ekilen yonca otlarinm yagmurlardan sonra kisa zamanda oldiikleri, ceviz yapraklarindan
damlayan yagmur sularinin saksilardaki domateslere verilmesiyle domateslerin Sldiikleri, ceviz
agaclarina yakin olan elma agaglarinin cevizden tarafta olan dal ve kéklerinin kuruduklari, buna
mukabil ceviz dibinde iiggiil ve g¢ayir otlarinin ¢ok iyi gelisebildikleri Massey, ve
Schneiderman, tarafindan rapor edilmigtir [17]. Daha sonra bu etkiye sahip olan madde, cevizin
kok ve yaprak oziitlerinden izole edilerek bunun 5-Hidroksi-Naftakinon oldugu teshis edilmis
ve cevizin Latince ismine izafeten “juglon” adi verilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda juglon’un
sadece kara ceviz afaglarindan degil diger ceviz tiirlerinden de saliverildigi belirlenmistir [43].
Bunlardan biri de iilkemizde yaygin ceviz tiirii olan Juglans regia L. dir. Bu ceviz tiiriinde
juglon miktarinin mevsimlik degigimi incelendiginde kigin en diigitk diizeyde iken ilkbahar
baslangicindan nisan sonuna kadar diizenli bir artis, daha sonra haziran sonuna kadar bir azalma

ve temmuz bagindan agustos ortasima kadar tekrar bir artis g6sterdigi belirlenmistir [53].

Juglon’un koklerde sentezlenip ksilem vasitastyla bitkinin yapraklarina tagindis ve
juglon’un bitkide Hidrojuglon seklinde bulundugu ancak daha sonra bunun oksitlenmesiyle
toksik karakterli Juglon’a (5-Hidroksi-1,4-Naftakinon) doniistiigii belirtilmistir. Cevizde juglon
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koklerden topraga gegebilecegi gibi yapraklardan da yagmurla yikanarak topraga gegebilir.
Ayrica yapraklarin absisyonuyla da topraga karisir [61].

1.3. Juglon’un Allelopatik Etkileri

Juglon’un allelopatik etkilerine dair ilk kayitlardan yukarida kismen bahsedilmisti. Bu
raporlar 1920°li yillara aittir. Bundan sonra bu alandaki ¢aligmalarda bir yavaglama olmus
1970°1i yillardan sonra giiniimiize kadar tekrar bu alandaki ¢alismalar yogunlasmistir. Juglon’un
cesitli bitkiler iizerindeki allelopatik etkileri daha ¢ok ¢imlenme ve fide biiyiimesi lizerinde

aragtirilmistir.

Juglon’un kozalakli bitkilerde fide biiyiimesi iizerine olan etkisi arastirildiginda bazi
tiirlerde olumsuz bazilarinda da olumlu etki yaptif1 ve bu etkinin konsantrasyona gore degistigi
belirlenmistir [16). Bir baska caligmada kozalakli bitkilerden Norveg ladin’i (Picea abies)
iizerinde juglon’un etkileri aragtirilmis ve juglonun olumsuz etkisinin oldugu ancak bu etkinin
cimlenme sonras1 fide bilylimesinde daha agikga goriildiigii tespit edilmistir [46]. Benzer
sekilde, 16 bitki tiirii ile yapilan bir ¢alismada, juglon’un 10-3 M konsantrasyonu kuvvetli
inhibitér etki gdstermistir. Bu etki bilhassa ¢imlenme sonrasi biiyiime iizerine daha kuvvetli
olmustur. Bazi bitki tiirleri ise Juglon’a karsi ¢ok hassas olup 10-6 M gibi diisiik bir
konsantrasyonda bile zarar gérmiislerdir. Bu tiirler sunlardir: “Lonicera maackii, Lespedeza
cuneata, Trifolium incarnatum, Alnus glutinosa, Elaeagnus umbellata”. Buna mukabil bir kag
tiir iizerinde 10-6 M juglon bilyiimeyi artirict etki gdstermigtir [43]. Jose ve Gillespie [20]
tarafindan yapilan bir arastirmada juglon’un misir ve soya fasiilyesi iizerine toksik etkisi

belirlenmis ve soya fasiilyesinin juglona misirdan daha duyarh oldugu tesbit edilmigtir.

Bitki tiirlerinin Juglon’a olan hassasiyetleri ¢ok farkhidir [5]. Juglon’a en hassas
bitkilerin baginda; domates, yonca, elma, armut, bdgiirtlen, kizil cam ve beyaz ¢am gelir.
Juglon’a toleransh bitkiler ise; Trifolium, Ranunculus, Primula, Poa, Iris, Lilium, Helleborus,
eGentiana, Vitis, Quercus, Juniprus gibi bitkilerdir [36]. Yine aym yazar’a gore Juglon’un
zararli etkilerinin gdzle goriilen ilk belirtileri; ugtaki bilylime bdlgesinde zayif gelisme, bitkide

kismen veya tamamen solma, bazi dokularda esmerlesme olarak siralanabilir.

Ceviz agaglarmm (Juglans regia) ksilem eksiidatlarindaki juglon’un ceviz asilama
galigmalarimi olumsuz olarak etkiledigi ve agilama bolgesindeki kam"yum dokusunun
hiicrelerini 6ldiirlip kallus dokusunun olugumunu engelliyerek bu basarisizliga sebep oldugu
belirlenmistir [38; 14].

Juglon’un biiyiime inhibitorii olarak etki mekanizmasmin nasil oldugu ¢ok az

aragtirilmigtir. Bu hususta bir kag ¢aligma mevcuttur. Bu ¢aligmalara gére Juglon domates ve



bakla yaprak diskleri ile kesilmis, musir koklerinin O, alimmi ve dolayisiyla solunumu
azaltarak biiyiimeye ket vurmaktadir [33]. Bir baklagil bitki olan Vicia villosa Roth. iizerinde
juglon’un bilyiime engelleyici etkisi, bu bitkinin koklerinde nodiil olujumunu azaltarak
dolayisiyla azot fiksasyonunu kisitlayarak olmustur [37]. Soya fasiilyesi ve Lemna minor
bitkisinin biiyiimesindeki azalma, bu bitkilerin klorofil miktar1 ve net fotosentezlerindeki

azalmayla dogru iligkili bulunmustur [18].
1.4. Polifenol Oksidaz Enzimi

Polifenol oksidaz enzimi (PFO) fenolik maddeleri kinonlara okside ettigi i¢in bu isim
verilmektedir. Fenolik maddeleri etkiledigi i¢in kisaca fenoloksidaz ismi de verilir. PFO birden
fazla farkh fenolik 6zellikli substrata etki edebilen bir enzimdir. Etkiledigi substratlara gére
isimler alir 6rnegin katekol’e etki edebilen enzim katekol oksidaz, dopa’ya etki edebilen enzim
dopa oksidaz tirosin’e etki eden de tirosinaz olarak isimlendirilir. Enzimin [UB kod numaras:
1.10.3.2 dir [31]. PFO’1n katalizledigi reaksiyon sonucu olusan kinonlar gerek fotosentezde
gerekse solunumda yer alan elektron taginim sisteminde gorev yaparlar [4]. Bunun yaninda

kinonlar bitki dokularinda kararmaya sebep olurlar.

PFO enzimi tabiatta genis bir alana yayllmigtir. Genellikle bitkilerde bulunuyor olsa da
hayvansal doku ve organlarda ve Ozellikle mantarlarda da bulunmaktadir. PFO enzimi
muhtevast tiir ve kiiltiire bagh olarak degismektedir. Enzimin bitki hiicresindeki konumu meyve
veya sebzenin tiiriine, olgunluguna bagli olarak degismektedir. Yesil yapraklarda enzim
aktivitesinin Snemli bir kismi kloroplastlarda tespit edilmigtir. Ispanak, yonca, lahana, bugday,
seker kamis1 gibi bazi tiirlerin yapraklarinda enzim, kloroplastlarda gizlidir ve aktive edilmesi
i¢in tripsin veya kirmizi 1518a gereksinim duyulur. Asma yapraklarinda hiicre partikiillerine
sikica bagli bulunan PFO Kkafein ile aktive edilebilir. Bakla yapraklarindaki PFO aktive
edilebilmesi i¢in asidik veya bazik ortama ihtiya¢ duyulmaktadir. Patates, mantar, misir yapragt,
domates ve fasulye de hiicre partikiillerine bagh olarak bulunur veya kloroplastlarda yer alan

enzim serbest haldedir [30].

PFO ¢esitli yonleriyle arastirifan bir enzimdir. En ¢ok enzimatik kararmaya sebep
olmasi bakimindan aragtinlmstir. Bir ¢ok meyve ve iiriinlerinde esmerlesme veya kararma
genel adi ile bilinen renk degisimleri meydana gelmektedir. Bu renk degisimlerinin belirli bir
miktar1 istenir. Ancak ¢ofu kez istenilen seviyede durdurulamadig: igin gida iiriiniiniin tabii
rengini bozarlar. Renk bozulmalari, enzimatik olmayan kimyasal reaksiyonlardan veya
polifenol  oksidaz enzimiyle birlikte oksijen varlifinda ozellikle o-difenol grubu fenolik

maddelerin renkli maddelere yiikseltgenmesi sonucunda meydana gelmektedir. Bu ii¢ faktérden



yani fenolik substrat, oksijen ve PFO enziminden bir tanesinin kontrol edilebilmesi durumunda
enzimatik kararmadan dolayr meydana gelen renk degigimleri kontrol altina alnabilir.
Genellikle bitkisel iiriinlerin toplanmasi ve depolanmasi sirasinda bitki dokularinin mekanik bir
etki ile (yaralanma, donma, ezilme, basing vb.) ortaya ¢ikan ve agik kahverengiden siyaha kadar
degisen renk yelpazesi ile kendini gdsteren enzimatik kararma, baz: iiriinlerde istenmeyen tat,
koku ve gériiniim meydana getirmektedirler. Sonugta bu istenmeyen durumlardan kaynaklanan
gida degerinde ve kalitede 6nemli oranda diismeler goriilmektedir. Enzimatik kararma bitki tiir
ve gesidine bagh olarak farkli seviyelerde ortaya ¢ikmaktadir. Daha ¢ok PFO aktivitesinde,
fenolik substratlar ve reaksiyonun dogal engelleyicisi olarak kabul edilen askorbik asit
miktarindaki degismelerin rol oynadig bilinmektedir [29; 34].

Polifenol oksidazin bitkilerdeki mevcudiyeti sinirli olmasina karsin dogadaki rolii
oldukc¢a fazladir. Tam olmamakla birlikte enzimin bir diger gérevi de bitkilerde meydana
gelebilecek viriitik veya mikrobiyal enfeksiyonlara kargt organizmanm direncini artirmaktir.
Bitkilerde enfeksiyonlara kargi PFO’ m rolii hakkinda yapilan arastirmada elde edilen sonuca
gdre enzim faaliyeti sonucunda olusan kinon grubu maddeler ikinci bir polimerizasyon
reaksiyonuna ugrayarak koyu renkli, suda ¢oziinmeyen polimerler haline gelmektedir. Olusan
bu polimerler bulunduklar1 ortami doldurarak enfeksiyonun diger doku ve organlara yayilmasini
engellerler. Bunun da bazi aragtiricilar tarafindan enzimin birinci fonksiyonu olduguna dair

iddialar vardir [34].

Patates yumrularinda da esmerlegme olay1 problem teskil eder. Bazi patates gesitlerinde
PFO’n fazla bulunmasindan dolayt bunun azaltilmasi yoniinde galigmalar yapilmugtir. Bitki
bityiime diizenleyicilerinden benzil adenin’in patates bitkilerine ¢igeklenme doneminde
uygulanmasi halinde elde edilecek yumrularda PFO aktivitesinin ve kararma olaymin normal

diizeye geldigi tespit edilmistir [23].

Yukaridaki bilgilerden de anlagilacag gibi PFO’1n bitkilerdeki rolii genellikle enzimatik
esmerlesme ile ilgili olarak aragtirlmigtir. Halbuki PFO’m yukarida bahsedilen rollerine
ilaveten tohum ¢imlenmesinde de rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ciinkii yapilan
aragtirmalarda PFO aktivitesinin bugday tohumlarinin embriyosunda endosperme gore g¢ok
yitksek oldugu ve ¢imlenme sirasinda PFO aktivitesinin arttig1 belirlenmistir [51; 21; 25]. Yine
fasulye tohumlarinin ¢imlenmesi esnasinda da PFO aktivitesinin ¢imlenme ile birlikte artis

gOsterdigi tespit edilmistir [39; 24].

Juglon allelokimyasalinin etkisiyle bazi bitki dokularinda &zellikle kok bolgesinde

kararmalar gozlendigi igin [S4] PFO enzimi ¢aligma kapsamina alinmigtr.



1.5. Juglon’un Tohum Cimlenmesi ve Fide Biiyiimesi Uzerine Etkileri

Bitkilerin neslini devam ettirmesinde 6nemli gorevi olan tohum bir gok arastirmaya
konu olmugtur. Tohum, ¢igekteki dSllenmeden sonra gelisen ovulum (tohum taslagi) igerisinde
meydana gelen embriyo ve etrafindaki besi dokudan (endosperm) olugan bir yapidir. Genellikle
besi dokuda nisasta, ya§ ve protein gibi organik maddeler depolanmistir. Fakat bir ¢ok bitki
tohumlarinda endosperm indirgenmistir ve depo maddeleri embriyonun kotiledonlarinda
bulunur. Bir ¢ok fizyolojik ve biyokimyasal &zelliklere sahip olan tohumda biyiimeyle
dogrudan ilgili olan kisim embriyodur. Embriyodaki meristem hiicrelerin boliiniip ¢ogalmasi ile
yeni bir bitki tesekkiil etmeye baglar. Bu is igin gerekli yap: taglan ve enerji ise besi dokudaki
organik maddelerden saglanir. Tohumdan itibaren bir bitkinin olusumunda temel basamak
¢imlenmedir. Tohum su alinca solunum, protein sentezi ve diger biyokimyasal olaylar cereyan
etmeye baglar. Boylece embriyo geligip radikula (kdkgiik) testadan gikar ve tohum ¢imlenmis
olur [64]. Esasinda ¢imlenme bir biiylime olayidir. Kokgiigiin testadan ¢ikigi ¢imlenmenin gozle
goriilen bir belirtisidir. Bundan 6nce tohum iginde gozle gériillemeyen bir ¢ok biyokimyasal
olaylar, hormonlarin ve enzimlerin etkisiyle meydana gelmektedir. Bunlar ¢imlenme oncesi
veya ¢imlenme sirasindaki biiylime olaylaridir. Kékegiigiin ¢ikigindan sonraki fide geligimi ise

cimlenme sonrasi biiyiime olarak nitelendirilmektedir.

Cimlenmeyi etkileyen gesitli faktdrlerin yaninda bazi: kimyasal maddeler de ¢imlenmeyi
etkiler. Giberellik asit ve sitokinin hormonlar1 ¢imlenmeyi tesvik ederken absisik asit hormonu,
siyaniir, dinitrofenol, kumarin gibi maddeler ise ¢imlenmeyi engeller [64]. Bunlara ilaveten bir
de allelokimyasal maddeler vardir ki bunlar ¢imlenmeyi ya tesvik eder veya engelleyici etki
yapabilirler. Bu etki tohumun gesidine gére degigir [44]. Juglon allalokimyasallardan biridir ve
genelde ¢imlenmeye olumsuz etkisi vardir [43]. Bitki biiyiimesinin baslangici ¢imlenme
oldugundan ve toprakta allelokimyasallara en ¢ok maruz kalan bitki organlari kokler ve
tohumlar oldugundan ¢alismamizda juglon hem tohumlara c¢imlenme &6ncesi hem de k&k

ortama ¢imlenme sonras1 uygulanarak etkisi aragtirilmigtir.

1.6. Arastirmanin Onemi ve Amaci

Ceviz agaglannin diinya iizerinde olduk¢a yaygin olarak bulunmalari ve dallartyla
olduk¢a genis bir alan kaplamalari sonucu yapraklarindan saliverilen ve juglon adi verilen
allelokimyasalin ceviz aacinin altinda ve yakininda yetisen komsu bitkiler iizerinde genellikie
toksik etki gostermesi bu tiiriin iizerinde aragtirmalar yoZunlagtirmistir. Juglon'un allelopatik
etkisi gogunlukla ¢imlenme ve fide biiyiimesi ile ilgili olarak arastimlmustir, Fizyolojik ve
biyokimyasal etkisi ile ilgili ¢alismalar ¢ok azdir. Daha onceki bir ¢aligmada juglon’un bir ¢ok



tiir iizerinde toksik etki gosterirken kavun iizerinde olumlu etki gésterdigi Kocagaligkan ve
Terzi [26] tarafindan belirlenmistir. Ancak juglon’un enzim ve protein iizerine etkileri heniiz

bilinmemektedir. Bu yiizden bu ¢aligmada bu konu aragtirilmigtir.

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Fidelerin Yetigtirilmesi

Bu aragtirmada, bitki materyali olarak kavun ( Cucumis melo cv. Kig Kavunu)
tohumlar1 AGROMAR A.$.den temin edilmistir. Tohumlar, ekimden 6nce % 1’lik sodyum
hipoklorit igerisinde 5 dk. ylizeysel sterilizasyonuna tabi tutulmuslardir. Daha sonra 3 kez saf
su ile yikanarak, oda sartlarinda saf su igerisinde 2 saat sismeye birakilmiglardir. Sonra filtre
kagitlar1 iizerinde oda sicakliginda 6nceki agirliklarina ulasincaya kadar kurutulmuslardir. Bu
tohumlarin iginden dolgun, saglam goriiniishi ve benzer biiyiikliikkte olan tohumlar secilerek

ayrilmugtir.
2.2 Juglon Uygulamasi

Tohum ¢imlendirilmesi ve juglon uygulamas: petri kutularinda yapilmistir. Tabanina
iki tabaka filre kagidi yerlestirilen petri kutular1 tohum ekiminden once etiivde 115 °C de
strerilize edilmislerdir. Daha sonra yapilacak uygulaméya gore gruplandirilan petri kutularinin

iizerine grup numarasi yazilmigtir.

Juglon ¢bdzeltisi, ImM juglon’un saf suda 40 °C de manyetik kanstiricida 24 saat
karigtirtlmastyla hazirlanmigtir [26]. Biitiin juglon uygulamalarinda tek konsantrasyon (ImM)
kullanilmustir.  Cahismamizda iki farkli uygulama yapilmistir. Birincisinde juglon testah
tohumlara uygulanmistir. Bu uygulamada petriler 6 gruba ayrilmistir. Bu gruplara yapilan
uygulamalar asagidaki gibidir:

1. Tohumlar dogrudan saf suya konuldu (Testals kontrol grubu). Tohumlar dogrudan

2. juglon ¢ézeltisine konuldu (0. giin).

3. Cimlenmek i¢in saf suya birakilan tohumlardan bir kismi 2.giin sonunda juglon

¢ozeltisine transfer edildi.

4. Cimlenmek i¢in saf suya birakilan tohumlardan bir kismi 4.giin sonunda juglon

cozeltisine transfer edildi.

5. Cimlenmek igin saf suya birakilan tohumlardan bir kismi 6.giin sonunda juglon

¢ozeltisine transfer edildi.

6. Cimlenmek i¢in saf suya birakilan tohumlardan bir kismi 8.giin sonunda juglon

¢Ozeltisine transfer edildi.



Diger juglon uygulamasi ise testasi ¢ikarilmig tohumlara yapiimistir (7. ve 8. grup).

Bunun igin nce tohumlarin testalari ayrilmig ondan sonra petrilere ekilmisgtir.

7. Testasiz tohumlar dogrudan saf suya konuldu (Testasiz kontrol grubu).
8. Testasiz tohumlar dogrudan juglon ¢6zeltisine konuldu (0. giin).

Saf su ve juglon ¢ozeltileri her petriye 10 ml olarak ilave edilmistir. Her petri kutusuna
10 adet tohum ekilmig ve biltiin petriler bir bitki bilyiitme kabinine yerlestirilmistir (Sekil 2.1).
Kabinin iklim sartlari 14 saat 151k (20 000 Liix)/ 24 °C sicakhk/ % 75 nispi nem ve 10 saat
karanlik / 18 °C sicaklik / % 75 nispi nem” olarak ayarlanmigstir [S0].

Sekil 2. 1 Bitki bilylitme kabini ve petriler.



2. 3. Kok ve Govde Uzunluklarimin Belirlenmesi

Tohumlarin ekiminden 20 giin sonra fidelerin k6k ve gbvdeleri birlesme yerlerinden
jiletle kesilerek uzunluklari milimetrik bir cetvel yardim ile olgiilmiigtiir. Bir petrideki
koklerin vzunluklar1 toplammnin tohum sayisina boliinmesiyle ortalama kdk uzunlugu “cm /

bitki” olarak hesaplanmistir. Ortalama gbvde uzunlugu da ayni sekilde belirlenmistir.
2. 4. Taze ve Kuru Agirhik Tayini

Kok taze agirlik tayini, bir petrideki koklerin topluca tartilmasindan sonra tohum
sayisina bollinmesi sonucu ortalama taze agirhk “mg/bitki” olarak belirlenmistir. Govde taze
agirhigmnn belirlenmesi de ayni sekilde yapilmigtir. K6k ve gévdenin kuru agirliklari, bunlarin
70 °C de 48 saat tutulmasindan sonra tekrar tartilmas: sonucu elde edilmigtir. Ortalama kuru
agirhik, bir petrideki toplam kok veya govde kuru afirliklarinin tohum sayisina bolinmesiyle

’mg/bitki’’ olarak tespit edilmistir.
2.5. Oziit Hazirlanmasi

Daha once tarif edildigi gibi biyiitiilen kavun fidelerinin oncelikle cenek yapraklart
(kotiledonlar) keskin jilet yardimu ile gévdeden ayrildi. Ayrilan yapraklarin taze agirhgt hassas
terazide tartilip kaydedildi. Sonra 0,5 g kotiledon dokusu agirligmmn 10 kati hacimde fosfat
tamponunda (0,1M; pH=6,5) sogutulmus havan igerisinde ezilerek homojenize edildi. Eide
edilen homojenant buzdolabi igerisinde tiilbent bezinden temiz bir beher igerisine siiziildii. Elde
edilen siiziintii yine buzdolabinda soguttugumuz santrifiij tiiplerine aktarilarak 3500x g hizda 10
dakika santrifiij edildi. Santrifij islemi sonunda elde edilen sivi kisim (siipernatant)
buzdolabina konuldu ve daha sonra protein miktar1 ve PFO enzim aktiviteleri dlgtimleri ile

elektroforez analizleri i¢in protein kaynagi olarak kullanilds.
2.6. Protein Miktarn Tayini

Coziinebilir protein miktari, spektrofotometrik olarak Coomassie yontemiyle tayin
edilmigtir [9]. Bu yontem, proteine Coomassie brilliant blue G-250 boyasinin baglanmasi
esasina dayamr. Olusan kompleks, 595 nm’de maksimum absorbans gésterir. Protein tayini
icin gerekli standart grafik asagidaki gibi hazirlanmigtir. 1 ml’sinde 1 mg protein igeren
standart Borin Serum Albumin (BSA) ¢6zeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 pg protein icerecek sekilde pipetlenip, tampon ¢6zeltiyle toplam hacimleri 0,1 ml’ye
tamamlanmistir.  Bu tiiplere, 5 ml coomasie reaktifi ilave edilip bir karistirict ile iyice

kanistinnlmigtir. Kor olarak, 0,1ml tampon ve 5 ml coomasie reaktifinin karigimi kullaniimistir.
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595 nm’de absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein miktarlan bir grafik haline
getirilerek, deney 6reklerindeki protein miktarlarim belirlemede kullanilmigtir (Sekil 2.2).

Bitki yapraklarindan elde edilen ve buzdolabina konan Sziitten 0,5 ml alinarak 0,1 ml
tampon ilave edilip benzer sekilde 5 ml coomassie reaktifi ile kanistiriidiktan sonra 595 nm’de
absorbans olgiiliip, standart grafik tizerinden protein miktarlari nce “pg protein / 0,5 ml dziit”
olarak sonra “mg protein/ g kotiledon® olarak belirlenmigtir.
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Sekil 2. 2. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik.

2.7. PFO Enzim Aktivitesinin Olciilmesi
2.7.1. Katekol oksidaz aktivitesi

10 mM’lik katekol ¢ozeltisinden 1,5 ml ahmip deney tiipil igerisine konuldu. Uzerine
1,5 ml tampon ¢ézelti ile buzdolabinda bekleterek soguttufumuz enzim Sziitiinden 0,2 ml ilave
edildi. Katekol+enzim 6ziitii karigumi 30 °C ye ayarladigimiz su banyosu (benmari) igerisinde 3
dakika bekletildi. 3. dakikanin sonunda spektrofotometrede 430 nm de absorbans degeri
Slgiild. Aktivite birimi olarak “A 430 / g kotiledon > esas alindi [25].
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2.7.2. Dopa oksidaz aktivitesi

Daha 6nceden hazirladigimz 10 mM’lik dopa ¢ozeltisinden 4 ml alinip deney tiipii
igerisine konuldu. Uzerine 8lgiim yapilacak enzim &ziitinden 0,2 ml ilave edildi ve 30 °C de
beklettigimiz su banyosunda 3 dakika bekletildi. 3 dakika sonunda absorbans degeri 490 nm de
olgiildii. Aktivite birimi olarak “A4e/ g kotiledon > esas alind1 [25].

2.8. Elektroforez Analizleri
2.8.1. Jelin hazarlanmasi

Jel i¢in protein ayrnminda en ¢ok kullanilan destek ortam olan poliakrilamid jel
hazirland: [49]. Poliakrilamid jelin hazirlanmasi i¢in bazi stok ¢ézeltiler hazirlandi. Destek
ortam1 olarak iki tip jel hazirlandi. Birincisi proteinlerin ayrilmasi igin hazirlanan % 7,5 luk
ayirma jelidir. Digerlerine gore konsantrasyonu daha fazladir. Ikincisi yiiriitme baglamadan
6nce yiiklii molekiillerin aym hizada olmalarini saglayan % 3,5 luk yigma jelidir. % 7,5 luk
aywrma jelinin hazirlanmasi i¢in 10 ml AB ¢ézeltisi, 10 ml Tris ¢ozeltisi (pH:8,8), 30 ml saf su
ve 0,3 ml APS ¢ozeltisi (0,1 gr APS ve 1 ml saf su alinarak taze hazirlanir) nden alind1 ve
iizerine 30 ul TEMED koyularak karistirildi. Hazirlanan karigim pipetle elektroforez camlari
arasina yavasca koyuldu ve kabarcik olusmamasina dikkat edildi. Jelin polimerlesmesi beklendi
(vaklasik 2 saat). |

Daha sonra % 3,5 luk yima jel hazirlandi. Bunun igin 0,7 gr akrilamid, 0,18 gr
bisakrilamid, 19,5 ml saf su, 0.03 gr APS ve 40 pul TEMED alinip sirayla beher i¢ine koyuldu ve
karigtirildi. Karigim hemen ayirma jelinin iizerine pipetle dikkatlice koyuldu. Numune taragi
uzun ve kisa camin arasina iistten yavasga yerlestirildi ve y1gma jelin polimerlesmesi beklendi

(1 saat).
2.8.2. Numune hazirlanmasi

Elektroforezde kullanilacak numunelerin hazirlanmast igin gruplandirilmis temiz tiipler
i¢ine buzdolabinda tutulan 6ziitlerden 1 ml koyuldu. Uzerine % 40 lik sakkaroz gbzeltisinden 3-
4 damla damlatildi. Sakkaroz ¢6zeltisi numunelerin elektroforeze koyuldugu esnada tris
tamponunda dagilmamasi igin ve tarak oyuklarinda numunenin yogun olarak kalmasi amaciyla
kullanmldi. Bunlarin iizerine, yiiriitme islemi baglatildiginda numunelerin takibi ve yiiriitme
gizgisinin belirgin olmas: igin isaret boyasi bromfenol blue’dan (% 0,001) bir damla koyuldu.
Isaret boyast bromfenol, elektroforezde proteinlerin hizindan biraz fazla olup yiirimenin alt
s gosteren boyadir. Son olarak tiiplerdeki numuneler vortexde karnigtirilip elektroforez

enjektoril ile jelin tarak bosluklarina koyuldu.



12

2.8.3. Numune tatbiki ve elektrik akim uygulanmasi

Jellerin polimerlesmesi bittiginde numune tarag: dikkatlice camlar arasmdan ¢ikarildi.
Onceden hazirlanan numunelerden, grup sirasina gore, elektroforez enjektdrii kullanilarak 50 pl
alind1 ve herbir tarak bosluguna koyuldu. Elektroforez govdesi alt tampon tankmna yerlestirildi
ve tris tamponu (tris tamponu i¢in 10 gr tris, 50 gr glisin alinp 3,5 It saf suya tamamland,
pH:8,3), camun alt kisrundan 1 cm yukariya gelecek sekilde koyuldu. Ust tampon tankina da
jelin Uzerini kapatacak kadar tris tamponu koyuldu ve emniyet kihfi ile kapatildi. Su
hortumlarmin biri musluktan cihaza, digeri cihazdan lavaboya dogru olacak sekilde takild:.
Elektrik baglantilar: da cihazdan gii¢ kaynagina paralel olacak gekilde ayarlanip siyah elektroda
siyah kablo, kirmiz1 elektroda kirmizi kablo takildi. Buraya kadar yapilan iglemlerle cihaz
yiiriitme i¢in hazir duruma getirilmis oldu. Bundan sonra gii¢ kaynag agilarak yiiriitme iglemi
baslatildi.

Giig kaynag agildiginda baglangig olarak akim yigma jel igin 100 volt, 135 miliamper,
30 watt ayarlandi ve ¢alistinildi. Yiiriitme ¢izgisi yigma jelden ayirma jele gegtiginde volt 200‘e
gikarildi. Buradan itibaren yaklagik 8 cm kadar isaret boyasinin yiiriimesi ile elektrik kesildi ve
yiiriitme durduruldu. ’

2.8.4. Protein bantlarinin boyanarak goriiniir hale getirilmesi

Elektroforezde yiiriitme ¢izgisi ( bromfenol=isaret boyas1) 8 cm yiiriidiigiinde elektrik
baglantilari kesildi. Elektroforez camian govdeden gikarildi. Jel cam iizerinde iken jiletle iki
kisma ayrild: (iki takimin bitis noktasi) ve grup baslangic noktalar isaretlendi. Sona saf su
dokiilerek jel dikkatlice, yirtiimadan camdan alind: ve jelin yaris1 nceden hazirlanmig % 50 lik
triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisinde % 0,1 coomassie boyas: ¢oziindiiriilerek hazirlanan boya
¢ozeltisinde 30-60 dk bekletildi. Jel tepsiye diiz olarak koyuldu ve karigtiricida hafif
karistinilarak jeldeki proteinlerin ‘boyanmast saglandi. Boya ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 150 gr
TCA tartild1 ve 300 m saf suya tamamlandi. Uzerine 0,3 gr coomassie boyas ilave edilerek
kanstiildi.  Sadece protein bandlarmin iyi boyanmis olarak kalmas: ve jelden boyanin
uzaklastirilmas: (destaining) igin jel boya ¢bzeltisinden ¢ikarilip % 7°lik asetik asit ¢bzeltisi
olan baska bir tepsiye alindi. Bu ¢6zelti i¢in 21 ml asetik asit almip 300 ml saf suya
tamamlandi. Kalan boya ¢ozeltisi tekrar kullamilmak @izere bir kaba konulup buzdolabinda
bekletildi. Protein bandlar belirginlegene kadar asetik asit ¢ozeltisi ile yikamaya devam edildi.
Jeller % 7’lik asetik asit igeren ¢dzeltide, iizeri streg film ile kapatilarak buzdolabinda tutuldu.

Daha sonra jel bir cam iizerine alinarak fotografi ¢ekildi.
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2.8.5. Dopa oksidaz ve katekol oksidaz bantlarimin substratla reaksiyona sokularak

goriiniir hale getirilmesi

Elektroforezin cam plakalarinin arasindan ¢ikanilan ve ikiye ayrilan jelin bir pargas
substrat (katekol veya dopa) gizeltisine birakilarak jeldeki PFO enzimi ile reaksiyona sokuldu.
Bunun i¢in 15 mM konsantrasyonunda katekol ve 10 mM dopa ¢dzeltisi 200 ml hazirlanir.
Akrilamid jelin bir parcast hazirlanan bu substrat ¢ézeltisine konularak 30°C sicaklikta etiivde
tutuldu. Yaklagik bir saat sonra izoenzim bandlani gériilmeye basladi. Izoenzimler tamamen
ortaya gikinca jel substrat ¢dzeltisinden gikarlarak saf suya alindi ve fotografi gekildi. Hemen
fotograf ¢ekme imkanm: olmadifinda %30’ luk etanole konularak bandlarm kaybolmamasi
saglandi. Fotograf ¢ekileceginde tekrar saf suya alindi.
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3. BULGULAR
3.1. Juglon’un Kavunda Fide Uzamas: Uzerine Etkisi

Juglon testali tohumlara uygulandiginda (0. giin) fide uzamasmm olumlu etkileyerek fide
uzunlugunu artirmistir. Bu olumlu etki kok ve gdvde iizerinde de goriilmektedir (Cizelge 3.1.).
Aym ¢izelgede goOriilldiigli gibi, juglon ¢imlenmis ve fideye doniigmiis tohumlara
uygulandiginda ise durum tersine donmekte yani olumsuz etki ile fide biiyiimesi juglon
tarafindan engellenmektedir. Bu engelleyici etki ¢imlenmenin 2. giiniinden itibaren goriilmekte
en olumsuz etki ise ¢cimlenmenin 8. giiniinde yapilan juglon uygulamasinda goriilmektedir ki
fide biiyiimesi iki katina yakin kok bityiimesi ise iki katindan fazla engellenmistir (Grup 6).
Yukarida bahsedilen juglon etkileri Sekil 3’te morfolojik olarak goriilebilir.

Cizelge 3. 1. Juglon’un kavunda kok, gévde ve fide uzamasi iizerine etkisi. Tablodaki degerler

20 giin biiyiitillen kavun fidelerinden elde edilmis verilerin ii¢ tekrarinin ortalamasidir.

Gruplar Koék(cm)  Govde(cm) Fide(cm)
TESTALILAR

1) Kontrol (saf su) 5,48 1.95 6,98
2) 0. Giin juglon 6,50 3,27 9,77
3) 2.Giin juglon 3,65 1,44 5,09
4) 4.Giin juglon 2,89 1,24 4,13
5) 6.Giin juglon 3,86 1,81 5,67
6) 8.Giin juglon 2,24 1,45 3,69
TESTASIZLAR

7) Kontrol (saf su) 9,63 3,30 12,93

8) 0. Giin juglon 5,23 3,77 9,00
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Sekil 3. 1. Juglon’un testali tohumlarda kavun fide uzamast iizerine etkisi.
a) Kontrol d) 4. giin juglon
b) O. giin juglon e) 6. giin juglon
¢) 2. giin juglon f) 8. giin juglon
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Sekil 3. 2. Juglon’un testasiz tohumlarda kavun fide biiylimesine etkisi.
g) Kontrol, h) Juglon (0. giin)

Testasi gikarilmg tohumlarda ise juglon 0. giin yani heniiz fide olugmadan tohumlara
uygulandiginda testali tohumlardakinin tersine fide biiyiimesi olumsuz etkilenmis ve bilyiime
engellenmistir (Grup 8). Bu durum Sekil 4°te acikga goriilebilir.

3.2. Juglon’un Kavunda Taze Afirhik Uzerine Etkisi

Testah tohumlara juglon 0. giinde uygulandiginda olumlu etki sonucu fide bilyiimesi
artiriimss olup hem kok hem de gdvde biiylimesinde artig gdzlenmistir (Cizelge 3.2.). Ancak
¢imlenmig tohumlara (fidelere) juglon uygulandiginda ise (2. giin) durum bilakis olumsuz
olmakta ve kok, govde ile birlikte fide biiylimesi engellenmektedir. En olumsuz etki 4. giin
yapilan juglon uygulanmasinda gdriilmils olup dzellikle kok bilylimesi kontrolle
karstlastirildiginda iki kat az oldugu goriilmektedir.

Testasizlarda ise juglon uygulamasi kontrole gore kok, govde ve fide bilyiimesini
artirmistir. Ozellikle govde biiylimesi iki katina yakin bir arti gostermistir.
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Cizelge 3. 2. Juglon’un kavunda taze agirlik iizerine etkisi. Tablodaki degerler 20 giin

bityiitillen kavun fidelerinden elde edilmis verilerin ii¢ tekrarinin ortalamasidir.

Gruplar Ko&k(mg) Govde(mg) Fide(mg)
TESTALILAR |
1) Kontrol (saf su) 26,8 31,2 58,0
2) 0. Giin juglon 45,5 53,3 98,8
3) 2.Giin juglon 19,6 25,9 45,2
4) 4.Giin juglon 13,3 20,0 33,3
5) 6.Giin juglon 26,8 39,1 65,9
6) 8.Giin juglon 20,9 27,9 48,8

TESTASIZLAR
7) Kontrol (saf su) 56,0 32,7 88,7
8) 0. Giin juglon 64,5 66,3 130,8

3.3. Juglon’un Kavunda Kuru Agirhik Uzerine Etkisi

Testali tohumlarda 0. giin tohumlara uygulanan juglon kok, gévde ve fide biiyiimesini

artirmigtir. Bu artig fide ve kdk biiyiimesinde iki katindan fazla tesbit edilmistir (Cizelge 3.3.).

Oysa juglon fidelere uygulandiginda bu etki tersine dénmiis yani fide biiyiimesini engellemistir.

Bu olumsuz etki hususu 8. giinde daha ¢ok olmakla birlikte uzama ve taze agirlik iizerine olan

olumsuz etki kadar kuvvetli degildir.

Testasiz tohumlarda juglon kék, gévde ve fide bitytimesini artirmustir. Ozellikle govde

bilyiimesi daha ¢ok etkilenmis ve ii¢ katina yakin bir arti goriilmiigtiir.
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Cizelge 3. 3. Juglon’un kavunda kuru agirlik iizerine etkisi. Tablodaki degerler 20 giin

biiyiitiilen kavun fidelerinden elde edilmis verilerin ii¢ tekrarinin ortalamasidir.

Gruplar Ko6k(mg) Govde(mg)  Fide(mg)
TESTALILAR

1) Kontrol 2,2 1,5 3,7
2) 0.Giin juglon 4,6 3,4 8,0
3) 2.Giin juglon 23 1,7 4,0
4) 4.Giin juglon 2,1 1,4 3,5
5) 6.Giin juglon 2,6 2,1 4,7
6) 8.Giin juglon 2,0 1,5 3,3
TESTASIZLAR

7) Kontrol 3,8 1,3 5,1
8) 0. Giin juglon 43 3,5 7.8

3.4. Juglon’un Kavunda Protein Miktar1 Uzerine Etkisi

Juglon, testali tohumlarda 0. giin uygulandifinda protein miktarim artirmuistir. Buna
mukabil fidelere uygulandifinda protein miktarini azaltmigtir (Cizelge 3.4.). Kontrolle
kargilastirildiginda, protein miktarindaki azalma en gok 2. giin uygulanan juglon grubunda tesbit
edilmistir.

Testasiz tohumlarda ise juglon protein miktarini azaltmakla birlikte bu ¢ok Snemli bir

etki olarak ortaya ¢ikmamustir.
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Cizelge 3. 4. Juglon’un kavun kotiledonlarinda protein miktar1 ve PFO aktivitesi (Katekol
oksidaz ve dopa oksidaz) iizerine etkisi. Tablodaki degerler 20 giin biiyiitiilen kavun

fidelerinden elde edilmis verilerin ii¢ tekrarinin ortalamasidir.

Gruplar Protein Katekol oksidaz Dopa oksidaz
(mg /g kotiledon) (A 430/ g kotiledon) (A 490 / g kotiledon)

TESTALILAR

1) Kontrol(saf su) 1,08 22,10 26,65

2) 0.Giin juglon 1,30 27,60 25,60

3) 2.Giin juglon 0,76 21,40 25,55

4) 4.Giin juglon 0,78 20,55 27,80

5) 6.Giin juglon 0,94 21,50 27,40

6) 8.Giin juglon 0,92 25,15 27,35

TESTASIZLAR

7) Kontrol(saf su) 1,26 19,55 26,50

8) 0. Giin juglon 1,20 19,10 24,90

3.5. Juglon’un Kavunda PFO Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Juglon testali tohumlarda 0.giin uygulandiginda katekol oksidaz aktivitesini artirirken
dopa oksidaz aktivitesini biraz azaltmistir. Fidelere uygulanan juglon ise katekol oksidaz
aktivitesini azaltmis fakat 8. giinde uygulanan juglon aktivitesi kontrole gére artirmistir. Dopa
oksidaz aktivitesi ise juglon uygulamalarinda ¢ogunlukla diisiik bulunmustur (Cizelge 3.4).

Testas1z tohumlarda her iki enzimin aktivitesi de juglon tarafindan azaltilmigtir.
3.6. Protein Elektroforezi

Yapilan natiirel protein elektroforezinde biitiin gruplarda 7 adet protein bandi elde
edilmigtir ($ekil 5). Bandlar kargilastirildiginda sadece (a) ve (g) bandlarinda yogunluk
agisindan farklar goriilmektedir. (a) bandi, 2. ve 8. gruplarda neredeyse hi¢ goriillmezken diger
gruplarda bariz goriilmektedir. (g) bandi da 2. ve 8. gruplarda ¢ok zayif olarak bulunurken
diger gruplarda ¢ok yogun ve bariz goriilmektedir. Yogunlugu en fazla olan protein band: ise
ortalarda yer alan (e) bandi olup biitin gruplarda aym: sekilde yiiksek yogunlukta
bulunmaktadir.
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3.7. Dopa Oksidaz zoenzimleri

Sekil 6’da goriildiigi gibi dopa oksidaz izoenzimleri 6 band olarak belirlenmistir.
Bunlardan ilk i (a,b,c) zayif bandlardir. Digerleri (d,e,f) ise olduk¢a yoZun bandlardir.
Gruplar karsilagtmldiginda c,d ve e bandlarinin juglon uygulanan gruplarda daha zayif olarak
ortaya giktif1 goriilmektedir. Biitiin bandlar jelin ortalarinda yer almaktadir.

3.8. Katekol Oksidaz izoenzimleri

Sekil 7°de gorildigii gibi katekol oksidaz izoenzim bandlan 3 adet olarak
belirlenmistir. Gruplar karsilagtirildiginda éncelikle (a) bandlan juglon uygulanan gruplarda
yok denilecek kadar zayif yogunlukta goriilmektedir. Biitin gruplarda en yogun band (c)

bandlaridir. Biitiin bandlar jelin orta kisminda yer almaktadir.

Sekil 3. 3. Proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi
1) Testali Kontrol, 2) Testah 0.giin juglon, 3) Testali 2. giin juglon, 4)Testal 4. giin Juglon,
5) Testali 6.giin juglon, 6) Testal 8. giin juglon, 7)Testasiz kontrol, 8) Testasiz 0. giin

juglon.



21

Sekil 3. 4. Dopa Oksidaz izoenzimleri.
1) Testali Kontrol, 2) Testali 0. giin, 3) Testali 2. giin, 4) Testalt 4. giin, 5)Testal 6. giin,
6) Testal1 8. giin, 7) Testasiz kontrol, 8) Testasiz o. giin.



Sekil 3. 5. Katekol Oksidaz izoenzimleri.
1) Testali Kontrol, 2) Testah 0. giin, 3) Testal: 2. giin, 4) Testal1 4.giin, 5) Testah 6. giin,
6) Testah 8. giin, 7) Testasiz kontrol, 8) Testasiz 0. giin juglon.

22
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4. TARTISMA

Bu ¢aligmada juglon’un etkisi iki yonden aragtirlmigtir:

1. Tohumlar ve fideler iizerinde juglon’un etkisi

2. Testah ve testasiz tohumlar iizerinde juglon®un etkisi

Tohumlar ve fideler iizerinde juglon’un etkisi karsilastinldiginda, eger juglon tohumlara
uygulamirsa (g¢imlenme oncesi) higbir toksik etki gostermedigi gibi biylimeyi artiric1 yonde
olumlu etki gdstermektedir. Bu etki juglon i¢in nadir goriilen bir etkidir. Ciinkii juglon genelde
bitkiler iizerinde toksik etki gdsteren bir allelokimyasaldir. Zaten bu yiizden juglon maddesinin
salgilandig1 ceviz agaglarnin altinda her bitki gelisememektedir. Juglon’un ve cevizden elde
edilen yaprak oziitlerinin kavun iizerinde olumlu etkisi daha onceki bir ¢aligmada da
belirlenmistir [26]. Dolayistyla bu galismamiz éncekini teyid etmektedir. Juglon’un fidelere
uygulanmasi (¢imlenme sonrasi) en az ¢imlenmeden 2 giin sonra olmak iizere olumsuz etki
gostererek fide biiyiimesini engellemektedir. Daha dnce Terzi ve Kocagaliskan [55] tarafindan
yapilan bir ¢alismada da benzer sekilde juglon kavun fidelerine uygulandiginda olumsuz etkisi

goriilmiistiir.

Bu iki etki farki yani ¢imlenmenin tohumlara juglon uygulandiginda olumlu fakat
gimlenmis tohumlara yani kék ve gévde olustuktan sonra fideye uygulandiginda ise olumsuz
etki gostermesinin sebebi heniiz bilinmemektedir. Bu yiizden bu galisma bu etki farkinin
altindaki esrar perdesini aralamak amaciyla planlanmistir. Daha 6nceki calismada [55],
juglon’un bu farkli etkisini testanin varlifma baglanmustir.  Ciinkii testa (tohum kabugu)
juglon’un tohum igine girisine kismen bir engel olusturabilir [46]. Tohuma uygulanan
juglon’un ne kadarinin tohum tarafindan absorbe edildigini bilemedigimizden béyle bir ihtimal
s6z konusudur. Halbuki ¢imlenmis tohuma yani fideye juglon uygulandiinda arada bir engel
bulunmadigindan juglonun kéklerin emme giicline bagl olarak biiyiik oranda ortamdan absorbe
edilmesi muhtemeldir. Bu yiizden fazla miktarda juglon’un fideye girisi toksik etki gdsterebilir.
Daha once bir galismada Terzi ve Kocagaliskan [55] tarafindan ileri siiriilen bu hipotezi

dogrulamak veya reddetmek i¢in bu ¢alisma yapildi.

Bu calismadan elde edilen biiyiime ile ilgili sonuclara bakildiginda yukarida bahsedilen
hipotez kismen dogrulanmaktadir. Ciinkii juglon testali tohumlara uygulandiginda olumlu etki
gorildigii halde, juglon testast g¢ikariimig ¢iplak tohumlara uygulandiginda toksik etki
gostererek fide biiyiime parametrelerinden en énemlisi olan fide uzamasin engellemigtir. Diger

biiyiime parametrelerinden taze ve kuru agirlik iizerinde engelleyici etki gdstermemistir. Bu da



24

juglon uygulandiginda protein miktar1 fazla, testasiz tohumlara uygulandifinda ise diigiik
bulunmugtur. Bu sonug da yukaridaki hipotezi dogrular niteliktedir.Ciinkii protein miktar1 da
bitkilerde bilyiime parametresi olarak kabiil edilmektedir [27].

Polifenol oksidaz enzimlerinden katekol oksidaz ve dopa oksidaz enzimleri bitkilerde
stres swrasinda [17; 25], ve tohum g¢imlenmesi sirasinda, [25] aktive olan enzimlerdir. Bu
yiizden bu ¢aligmada juglon’un bu iki farkh etkisi ile enzim aktiviteleri arasinda bir baglanti
olup olmadigim belirlemek igin bu enzimler caligilmstir. Aktivite Sl¢limlerine bakildifinda; her
iki enzimin aktivitesi de istikrarh bir etkilenme gostermemektedir. Yani juglon uygulanan
gruplarin bazisinda aktivite kontrole gore yiiksek bazisinda diigiik olmaktadir. Dolayistyla daha
Onceki galigmalara gore stres sartlarinda aktivitesinin arttif1 belirtilen [17; 25] bu enzimlerin
aktivitelerinin bu galismada ¢ogunlukla diigiik bulunmasi juglon’un kavunda bu enzimlerin
aktivitelerini artiracak Snemli bir strese sebep olmadigini diigiindiirmektedir.

Kavun kotiledonlarindan elde edilen proteinler elektroforezde natiirel sartlarda aynlarak
band profilleri incelendiinde baglica 6 adet band belirlenmistir. Bunlardan (a) ve (g)
bandlarinda yogunluk farklan dikkati cekmektedir. Her iki band da 2. ve 8. gruplarda ¢ok zayif
veya hi¢ goriilmezken diger gruplarda bariz yogunlukta bulunmaktadir. 2. ve 8. gruplar 0.
saatte yani dofrudan tohumlara yapilan uygulamalardir (Sekil 5). Dolayisiyla dogrudan
tohumlara yapilan juglon uygulamasinin protein sentezini etkileyerek (a) ve (g) bandlarinda
bulunan proteinlerin sentezini azalttifini sGyleyebiliriz.  Juglon tarafindan sentezinin
azatildigmni tahmin ettifimiz bu proteinlerden birisi (a) bandi jelin iist kisminda yer aldifindan
molekiil agirhigt yiiksek proteinlere sahip oldugunu, (g) bandinin ise jelin alt kisminda yer
aldigindan diisiik molekiil agirhigindaki proteinler oldugunu sdyleyebiliriz.

Aym kimyasal reaksiyonlar: katalizleyen fakat molekiil yapilar1 farkh olan enzimlere
izoenzim denir. Zira izoenzimler aym enzimin genetik bakimdan fakli sekilde kodlanmig
degisik formlaridir [32]. Izoenzimler bitki tiiriine gore, bitkinin hayat devresine ve maruz
kaldix stres gesidine gore sayica farklilik gosterebilmektedir. Mesela ¢ahistifimiz polifenol
oksidaz enziminin izoenzim sayis1 seftalide 4 adet [63], yer fistiinda 5 adet [48], armutta 3 adet
[47], patateste 11 adet [22] olarak belirlenmigtir. Bizim ¢ahiymamizda ise kavunda dopa oksidaz
6 adet katekol oksidaz 3 adet izoenzim g@stermistir.

Dopa oksidaz izoenzimleri kavun kotiledonlarinda 6 adet olarak belirlenmigtir(Sekil 6 ).
Bunlardan a,b,c bandlant zayif, d,e,f bandlar1 ise daha yogun izoenzimleri temsil etmektedir.
Juglon uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore c, d ve e bandlari daha zayif goriilmektedir.
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Bunun sebebi, juglonun dopa oksidaz izoenzimlerin sentezini azaltmas: olabilir, veya bu

izoenzimlerin inhibitorii olarak bu izoenzimlerin aktivitesini engellemis olabilir.

Katekol oksidaz izoenzimleri 3 adet olarak belirlenmigtir (Sekil 7). Bunlardan (a)
bandina ait izoenzimlerin juglon uygulanan gruplarda gok zayif yogunlukta bulunmasi juglonun
bu izoenzimlerin sentezini azalttifim yada bu izoenzimleri inhibe ederek aktivitelerini

diigtirdiigi varsayimim ortaya ¢ikarmaktadir,

Hem dopa oksidaz hem de katekol oksidaz izoenzimlerinin jelin ortalarinda yer almalari
bu iki enzimin orta bilyliklikte enzimler olduklarmi gdstermektedir. Protein bandlan ile
kargilagtinldiklarinda dopa oksidazin a,b,c izoenzimlerinin (d) bandi proteinlerine karsihk
geldigini, dopa oksidazin d,e,f ve katekol oksidazin biitiin bandlarin proteinlerden (¢) band
proteinlerine tekabiil ettifi anlagiimaktadir. Dolayisiyla protein bandlarindan (d) ve (e) bandlan
¢alisifimiz enzimlerin izoenzimlerini kapsamaktadir. Yani dopa oksidaz ve katekol oksidaz

enzim proteinleri (d) ve (e) protein bandlarinin bulundugu proteinler arasindadir.

Sonug olarak, kavun tohumlari izerinde uygulanan juglon tohumlara (¢imlenme &ncesi)
uygulandiginda fide biiylimesini olumiu etkilerken fidelere (¢imlenme sonrasi) uygulandifinda
olumsuz etki gosterdifi belirlenmis olup juglon’un bu etkileri ile protein miktann dogru
orantilidir. Ancak enzim aktiviteleri bu etkiyle iligkili bulunmamgtir. Elektroforez sonucu elde
edilen protein ve izoenzim bandlarindan juglon uygulanan bandlardan bazilarinin kontrollerine
gore zayif yopunlukta olmalan juglon’un protein sentezini ve enzim aktivitelerini etkiledigini
gostermektedir. Bu etkinin gekli hakkinda detayh bilgi sahibi olmak igin ise bu bandlarin izole

edilerek yapisinin analiz edilmesi gerekir.
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