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Ozet

Bu calismada abiyotik faktorlerden biri olan UV-C stresinin 6-benzilaminopdirin varliginda ¢ogaltiimisg

Amsonia orientalis’in in vitro siirglinleri Gzerindeki etkileri, sirglinlerin morfometrik 6zellikleri, H,0,
(hidrojen peroksit) ve MDA (malondialdehit) seviyeleri ile antioksidan enzimleri analiz edilerek
irdelenmistir. Test edilen 3,47 (15 dk), 6,94 (30 dk) ve 13,87 (60 dk) k] m?lik UV-C radyasyon dozlarinin
hepsi stirglin uzunlugu ile strgiin sayisinda kontrole (UV-C uygulanmamis bitki) oranla dislse sebep

Anahtar kelimeler e o ) o o
Amsonia orientalis; olmustur. Radyasyon kaynakh olusan bu stres 6-benzilaminopirin varliginda sirgiin gelisimini
yavaslatsa da tamamen durdurmamistir. UV-C radyasyon uygulamalari antioksidan enzimler Gzerine
farkl etkiler gostermistir. SOD (stiperoksit dismutaz) aktivitesi artan radyasyon dozuna bagli olarak

kontrole gére dnemli dlgtide azalirken, POD (peroksidaz) aktivitesinde artis gézlenmistir. CAT (katalaz)

katalaz; peroksidaz;
stperoksit dismutaz;

UV stresi
aktivitesinin ise radyasyondan énemli olglide etkilenmedigi gorilmustir. Artan UV-C dozlarinda H,0;

ve MDA seviyelerinin benzer olarak arttigi bulunmustur. Elektroforetik analizler sonucunda SOD enzimi
icin g farkli izozim (Cu/Zn-SOD, Fe-SOD ve Mn-SOD) tespit edilmis olup, artan UV-C stresinin bitkinin
Cu/Zn-SOD aktivitesini tamamen inhibe ettigi gozlenmistir. Sonuglar bitkinin UV stresine karsi gosterdigi
savunma mekanizmasinda peroksidazlarin incelenen diger antioksidan enzimlere goére oncelikli rol
aldigina isaret etmektedir.

The Effects of UV-C Stress on In vitro Shoot Development and
Antioxidant Enzymes of Amsonia orientalis Cultured in the Presence of
6-Benzylaminopurine

Abstract
In this study, the effects of UV-C stress —being one of the abiotic stress factors— on in vitro shoot

development and antioxidant enzymes of Amsonia orientalis cultured in the presence of 6-
benzylaminopuine were examined based on the analysis of morphometric parameters, antioxidant
enzymes, MDA (malondialdehyde) and H,0, contents of in vitro shoots. All tested UV-C radiation
Keywords dosages; 3.47 (15 min), 6.94 (30 min) and 13.87 (60 min) kJ m-2 reduced shoot length and shoot number
Amsonia orientalis; compared to the control (non UV-C-applied). In the presence of 6-benzyaminopurine, radiation-sourced
catalase; peroxidase; stress decreased shoot development but did not totally inhibit. UV-C radiation exerted different effects
superoxide dismutase;  on antioxidant enzymes. It was found that SOD (superoxide dismutase) activity was reduced with
UV stress respect to increasing radiation doses while POD peroxidase activity was enhanced. CAT activity was not
significantly affected by radiation. Long-term UV-C exposure has been shown to increase similarly both
H,0, and MDA levels. Electrophoretic analysis showed that there are three SOD isozymes (Cu/Zn-SOD,
Fe-SOD ve Mn-SOD) found and Cu/Zn-SOD was totally inhibited under all UV-C treatments. The results
indicate that peroxidases play more important role than the other antioxidant enzymes in the plant’s

defense mechanism against UV stress.
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1. Girig

Amsonia orientalis mavi-mor renkli ve olduke¢a sik
dizilisli ciceklere sahip cicek durumundan dolayi Bati
Avrupa ve Amerika'daki bahgelerde sis bitkisi olarak
(Ozen 2002).
Balikesir, Bursa ve istanbul olmak tizere ii¢ yerde

kullanilmaktadir Ulkemizde ise
rapor edilmistir (Ozen 2006). Amsonia tirleri diger
Apocynaceae (Zakkumgiller) familyasi Gyeleri gibi
lateksli govdeye sahiptirler. Nerium gibi kimi
akrabalarinin lateksi zehirli alkaloitlere sahip olsa da
Amsonia tiirlerinin lateksi nisbeten zehirsizdir. Bu
lateksin insanlara karsi zararli oldugu bilinir; fakat
tarafindan

bitkinin geyik ve diger memeliler

yenmesine engel olur. Bitkinin bu 6zelligi onun
peyzaj
kullanilmasinda avantaj saglar (Darke 2005). A.

bahcelerde ve dizenlemelerinde
orientalis’in blnyesinde Apocynaceae familyasinin
diger bircok Uyesi gibi tibbi ve ekonomik 6neme
sahip cok sayida glikozitler ve glikoalkaloitler
(ltoh vd. 2002).
Kimyasal yapilari tanimlanmis olan bu maddelerin

bulundurdugu bilinmektedir
Ozellikle kalp ve kanser hastaliklari olmak Uzere
cesitli hastaliklarin  tedavisinde kullanilabilecegi
belirtilmistir (Ozen 2006). Bitki ayni zamanda
antimikrobiyal aktiviteye de sahiptir (Akyal¢in vd.
2006). Yakin bir gec¢miste yayinlanan bulgularda
bitkinin in vitro strgiin ¢ogaltimi ve elde edilen
sirglinlerden yiksek miktarda kallus Gretimi
gerceklestirilmis olup (Acemi vd. 2012); bu kallus
dokularinin ileriki calismalar igin hiicre slispansiyon
kiltirlerinin kurulumunda kullaniimasi
planlanmaktadir. Ayrica bitkinin ylksek kapasitede
in vitro ¢ogaltimi c¢esitli bitki duzenleyicilerinin
varliginda saglanmis ve en fazla silirglin ¢ogaltimi
saglayan 6-benzilaminopirin (BAP) konsantrasyonu
1 mg I olarak bulunmustur (Acemi vd. 2013). BAP
in vitro ¢ogaltim calismalarinda sik¢a kullanilan ve
slrglin cogaltimi Uzerine glicll etkisiyle bilinen bir
yapay sitokinindir. BAPIn ayni zamanda cesitli
calismalarda, bitkilerde tuz ve su streslerinin ortaya
cikardigi olumsuz etkileri yatistirdigi da bildirilmistir

(Rulcova ve Pospisilova 2001, Gurmani vd. 2011).

Amsonia orientalis, basta abiyotik stres sartlari ve
insan faktorl olmak lizere ¢esitli nedenlerle giderek
tikenmektedir (Acemi vd. 2017). Bitkinin stres
sartlarina verdigi tepkilerin aydinlatilmasi, bitkinin
populasyon yogunlugunun arttiriimasi, dogaya
yeniden kazandirilmasi ve bu tirin tikenme

tehlikesinin ortadan kaldirilmasi igin 6nemlidir.

Glines 1sin tiplerinden biri olan UV (Ultraviyole)
isinlari dalga boylarina gore (g gruba ayrilir: UV-A
(315-400 nm), UV-B (280-315 nm) ve UV-C (100-280
nm). Bunlardan canlilar igin en zararl olani UV-C
olarak bilinmektedir (Tevini 2004). Cogunlukla insan
etkileri ile meydana gelen ozon tabakasindaki
incelmeler sonucu, yerylziine diisen UV miktarinda
2015).
maruz

artis yasanmaktadir (Georgieva vd.

Molekiiler seviyede UV radyasyonuna
kalmak, canlilar igin 6limcull sonuglar dogurabilir.
DNA, RNA, protein, lipid ve bitki hormonlari gibi UV
absorblayan biyolojik molekillerle etkilesimleri
nedeniyle UV, onemli cevresel stres faktorudir
(Caldwell vd. 1998). Aminoasitleri hedef alarak
protein,

enzimlerin yapilarini ve lipid

peroksidasyonu ile membran yapisini bozdugu
tespit edilmistir (Hightower vd. 1994). Yaptigi etkiler
sonucu membrandaki tasinim engellenmektedir. Bu
durum da fotosentetik aktiviteyi olumsuz yonde

etkilemektedir (Allen vd. 1998).

Bu calismada, son zamanlarda hava kirleticileri
nedeniyle ozon tabakasindaki incelmeler sonucu
yeryliziine ulasan UV isinlarinin artmasina bagli
olarak artabilecek UV-C radyasyonunun muhtemel
etkileri dnemli bir sls bitkisi ve tibbi bitki olan A.
orientalis’de in vitro slrglin gelisiminde kullanilan ve
sentetik bir sitokinin olan BAP uygulamasiyla birlikte
incelenmistir.  Bu amagla, sirgin gelisimi,
antioksidan enzim profilleri, malondialdehit ve
hidrojen peroksit icerikleri analiz edilmistir.

2. Materyal ve Metot
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2.1 Bitkinin in vitro ¢ogaltimi ve UV-C stresinin
olusturulmasi

Eksplant kaynagi olarak Kocaeli Universitesi,

Umuttepe  Kamplsi’'nde  bulunan  koruma
parselinde vyetistirilen bitkiler kullanilmistir. Bu
bitkilerden alinan nodal eksplantlarin 6nce %70
(v/v) etil alkol icerisinde 2 dakika ardindan %1 (v/v)
sodyum hipoklorit icerisinde 10-12 dakika bekletilip
ylzeysel sterilizasyonlari saglanmistir. Sonrasinda
eksplantlar 1 mg I* 6-benzilaminoplirin (BAP) iceren
Murashige ve Skoog (MS) (1962) siirglin ¢ogaltim
ortamina ekilmis ve 1 ayhk kiltlir periyodu sonunda
denemelerde kullanilacak nodlari iceren siirgiinler
elde edilmistir. Kullanilan BAP konsantrasyonu
bitkide optimum biylmeyi sagladigi icin tercih
2013). Elde

siirgiinlerden alinan nodal eksplantlar 1 mg It BAP

edilmistir  (Acemi  vd. edilen
iceren MS besi ortaminda kiltiire alinmislar ve UV-C

uygulamalarina maruz birakilmislardir.
Denemelerde 1 mg I'* BAP ilaveli ve ilavesiz olmak
Uzere iki adet kontrol grubu kullanilmigtir. Bitkiler
kiltir periyodunun 1., 15. ve 30. giinlerinde 15, 30
ve 60 dakika olmak Uzere 3 ayri grup halinde,
toplamda 3 defa olmak lizere 30 cm mesafeden,
steril kabin icerisinde UV-C radyasyonuna maruz
birakilmistir. Kullanilan UV-C kaynagi bir floresan
G15W) olup en 253,7 nm
dalgaboyunda Bitkinin
maruz kaldigi UV-C radyasyon seviyeleri her bir
uygulamada 3,47 (15 dk), 6,94 (30 dk) ve 13,87 (60
dk) k) m2 olarak belirlenmistir (Severo vd. 2015). Bir

ayhk  kaltar

(Sylvania, fazla

etkinlik gostermektedir.

periyodunun sonunda  gerekli
morfometrik olcimler (strglin uzunlugu ve sirgiin
sayisl) yapilmistir. Kiltdr sartlari blylitme kabininde
80 pumol m? s fotosentetik foton yogunlugundaki
1sik altinda 16/8 sa isiklandirma periyodunda, 231
stres faktori

°C olarak wuygulanmistir. Tim

denemelerinde ayni kiltur sartlari uygulanmistir.

2.2 Ham ekstraktin hazirlanmasi

Hedeflenen galismalari gerceklestirmek lizere artan
Uv-C
materyallerinden ham ekstraktlar hazirlanmistir
(Acemi vd. 2017). Bitki 6rnekleri 20 kati hacimdeki
50 mM sodyum fosfat (pH 7,0) tampon ile

stresi varliginda yetistirilen bitki

homojenize edilmistir. Homojenat kaba filtre kagidi

ile filtre edilmis ve 14000 x g, 4 °C’'de 15 dakika
santrifiij (Sigma 4-16 K) edilmistir. Slpernatan,
bitkinin artan UV stresi varliginda biyokimyasal
parametrelerinin incelenmesi i¢in kullaniimigtir.

2.3 Antioksidan enzim aktivitelerinin incelenmesi

Artan UV-C stresi varliginda antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD; stiperoksit dismutaz, E.C. 1.15.1.1,,
POD; peroksidaz, E.C. 1.11.1.X, CAT; katalaz, E.C.
1.11.1.6) spektrofotometrik ve elektrofotometrik
olarak incelenmistir. SOD aktivitesi; NBT (Nitroblue
tetrazolium)’nin 560

nm’de fotokimyasal

indirgenmesinin incelenmesi ile belirlenmistir
(Beauchamp ve Fridovich 1973). Reaksiyon, 75 mM
NBT, 18 mM L-metiyonin, 0,1 mM EDTA, 2 uM
riboflavin ve enzim igceren toplam 3 mL 50 mM
fosfat

gerceklestirilmistir.

sodyum tamponunda (pH 7,0)

Riboflavin en son karanlik
ortamda ilave edilmis ve reaksiyon karisimi 30 W
glcinde bir floresan 1sig1 altinda 15 dakika inkiibe
edilmistir. UV-C ile muamele edilmeyen bitki
ekstraktlari kontrol olarak kullaniimistir. Bir Unite
SOD aktivitesi %50

saglayan enzim miktari olarak tanimlanmistir. POD

indirgenme inhibisyonunu

aktivitesi; pirogalol oksidasyon yontemi ile
incelenmistir (Targovnik vd. 2012). Reaksiyon; 10
mM pirogalol, 100 uL seyreltilmis enzim ve 5 mM
H,0, iceren toplam 2 mL 50 mM fosfat tamponu
icinde gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi 25
°C’de 5 dakika inkiibe edilmis ve enzimatik reaksiyon
1 mL 2,5 N H,SOq4 ile sonlandiriimis 425 nm’de artan
absorbanslar kaydedilmistir. Enzim aktivitesi; 420
nm’de fosfat tampon icinde pirogalol igin €
(ekstinksiyon katsayisi) 2640 Mt cm™ alinarak esitlik
1’de gosterildigi gibi  hesaplanmistir.  Enzim
aktivitesi; 5 dakikada 1 mg purpurogalin olusmasi
icin gerekli olan enzim miktari olarak tanimlanmistir
(Valetti ve Picd 2013). CAT aktivitesi; 240 nm’deki
absorbans azalmasi takip edilerek olgllmustar.
Reaksiyon 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 10 mM
H,O, ve uygun oranda seyreltilmis enzimi iceren
toplamda 1 mL’lik karisimin 37 °C’de 2 dakika inkiibe
dilmesiile gergeklestirilmis, reaksiyon 1M HCI (1 mL)
ile sonlandiriimistir. Bir tinite enzim aktivitesi 1 umol
H,0, parcalanmasi icin gerekli olan enzim miktari

olarak tanimlanmistir (H,0; icin € degeri 0,039 cm?
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umol™) (Aebi 1974). Tim o&rnekler icin protein
miktar belirlenmesi Bradford (1976) yontemine gore
yaptmistir. Enzim aktivitesi asagidaki formilden
hesaplanmistir.

AOD/At x Reaksiyon hacmi (ml) x Seyreltme faktorii

€ x Inkiibasyon siiresi (dk) x Enzim hacmi (ml)

Enzim aktivite (U/mg) =

2.4 Lipid peroksidasyonun belirlenmesi

Lipid peroksidasyon seviyesi; malondialdehit (MDA)
iceriginin belirlenmesine goére gerceklestirilmistir
(Turan ve Tripathy 2013). Buna gore 0,2 mL ham
enzim ekstrakti ile 0,4 mL tiyobarbitirik asit (TBA)
reaktifi karistirilmistir. TBA reaktifi 0,25 M HCl icinde
%15 (w/v) TCA (trikloroasetik) asit ve %0,375 (w/v)
TBA icermektedir. Karisim 95 °C'de 15 dakika
karistirilmis ardindan buz banyosunda sogutulmus
ve 13000 x g'de 10 dakika santrifij edilmistir.
Orneklerin 532 ve 600 nm’deki absorbanslari
kaydedilmistir. MDA icerigi € degeri 156 mM™ cm™?
alinarak asagidaki formilden hesaplanmistir.

MDA miktar1 (umol/g) = [(Ass; — Agoo)/156] X 103 X Seyreltme faktorii

2.5 H;0:; igeriginin belirlenmesi

H,0, icerigi; potasyum iyodiir (Kl) reaksiyonu sonrasi
spektrofotometrik olarak olglilmistiir. Reaksiyon
karisimi toplam 2,5 mL 50 mM sodyum fosfat
tamponunda (pH 7,0) %0,1 (w/v) TCA, 1 M Kl ve 0,5
mL ham enzim ekstrakti igermektedir. H,O> igerigini
hesaplamak icin bilinen H,0; konsantrasyonlarinda
standart egri hazirlanmistir (Doupis vd. 2011).

2.6 Elektroforetik analizler

SOD, POD ve CAT enzimlerinin elektroforetik
analizleri denatiire edici 6zelligi olmayan %4 (v/v)
yukleme ve %12 (v/v) ylrtutme jeli hazirlanarak, 4
°C’de, ilk 10 dakika 100 V ardindan 1-3 saat 120 V'da
Biorad mini protean Il elektroforez sistemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizde her bir
kuyucuga 20 pg bitki ekstrakti ylklenmistir. Jel
Gzerinde SOD aktivite tayini igin ydritilen jel 30
saniye araliklarla 3 defa saf su ile yikanip ardindan
750 uM NBT, 0,13 mM metiyonin ve 20 mM
riboflavin ile iki adet 30 W’lik floresan 1sik altinda
bantlar belirginlesene kadar inkiibe edilmistir. SOD

bantlari koyu mavi-mor arka alanda transparan

SOD’un izoformlarini
belirlemek igin yurutilen jeller ayri ayrt 8 mM KCN
ve 10 mM H,0; ile inkiibe edilmistir (Pan vd. 2006).

Jel Gzerinde POD aktivitesi, yurutilen jelin; oda

olarak  belirlenmistir.

sicakliginda 50 mM (pH 7,0) fosfat tamponunda
hazirlanan %0,53 (w/w) pirogalol ve %0,04 H,0, ile
inkilbe edilmesi  sonucu turuncu-kahverengi
bantlarin olusumu ile takip edilmistir (Valetti ve Picé
2013). CAT aktivitesi ise, yiirttilen jelin; 50 mM (pH
7,0) sodyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM
H,0, ile 5 dakikalik inklibasyonu ardindan koyu mavi
arka alanda transparan bantlar goriinene dek 50
mM (pH 7,0) sodyum fosfat tamponunda hazirlanan
30 mM TEMED (Tetrametiletilendiamin), 2,5 mM
NBT, 5 mM riboflavin igeren ¢ozeltide inklibasyonu

sonucu belirlenmistir (Manchenko 2002).

2.7 istatistiksel analiz

Calismada her bir tekrarda 30 eksplant kullaniimis
olup, deneyler 3 tekrarli yapilmistir. Olciimler 30
glnlik kalttr periyodu sonunda gerceklestirilmistir.
Veriler arasindaki farkhligin  belirlenmesinde
istatistiksel degerlendirme IBM SPSS Statistics 19
programi kullanilarak Duncan testine (p<0.05) gbre
gerceklestirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1 UV-C stresinin bitkinin siirgiin gelisimine etkisi

UV’'nin sadece epidermal degil ayni zamanda

yaptigl
bilinmektedir (Bornman vd. 1983). Buna karsin

mezofil hicrelerine de olumsuz etki
Shiozaki vd. (1999) bezelye bitkilerinin slirglin
uzunluklarinin ve yas agirliklarinin UV radyasyonu
uygulamasi ile arttigini kaydetmistir. Benzer sekilde
yerfistigl ve mas fasulyesi tohumlari 5, 10, 20, 30 ve
60 dakika UV-C ile muamele edilip ekildiklerinde
bliyime parametrelerinde olumlu etkiler
gozlemlenmistir (Siddiqui vd. 2011). Calismamizda
UV-C uygulamalari BAP ilaveli kontrole gore
ortalama sirgln uzunlugu ve sayisinda 6nemli
dizeyde inhibisyona neden olmustur (Sekil 1).
Literatlirde UV-C

bitkilerinin bliyme parametreleri lGzerinde olumlu

Istkk uygulamasinin  bazi sis

etkiler gosterdigi rapor edilmis (Darras vd. 2013)
fakat mevcut arastirmada siirgiin uzunlugu ve sayisi
BAP ilaveli kontrole gore azalmistir. UV-C uygulama
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suresi arttikca bitkiye ulasan enerji toplaminin
artmasina bagh olarak bliyime parametreleri
Uzerinde negatif etkiler gosterdigi ileri surilebilir.
Benzer olumsuz etkiler, Raphanus sativus var.
sativus (turp), Lactuca sativa (marul) ve Spinacia
(ispanak) bitkilerinde taze

azalmasi ve yapraklar tzerinde yaralar olusmasi ile

oleracea agirhgin

gozlemlenmistir (Kobashigawa vd. 2011).

Ortalama uzunluk (cm)

Kontrol B < Bl 2
~pap D 30
UV-C uygulamasi (dk)

Kontrol

Ortalama say1

Kontrol  KoM0l 15 30

UV-C uygulamas: (dk)
Sekil 1. Artan UV-C stresi kosullarinin A. orientalis’in (1
mg | BAP varliginda c¢ogaltilmis) siirgiin

gelisimine etkileri.

3.2 UV-C stresinin bitkinin antioksidan enzim
aktiviteleri iizerine etkilerinin incelenmesi

Ultraviyole isinlarinin yeryiziine ulasmasi, bitkinin
fizyolojik gelisimi ve biyolojik parametreleri igin
stres faktorli olusturmaktadir. Bu stres faktoriine
savunma mekanizmasi Uzerine
icin SOD, POD ve CAT
antioksidan enzimlerinin aktiviteleri incelenmistir.

karsi  bitkinin
etkisinin anlasiimasi

Cizelge 1'de verildigi Gzere artan UV-C stresi en
dramatik etkiyi SOD enzimi lzerinde gostermistir.
SOD enzim Uretiminde bitkinin maruz kaldigi UV-C
sonucu zamana bagli olarak kontrole oranla azalma
gozlenmistir. Diger yandan CAT aktivitesinde 6nemli
bir degisiklik kaydedilmemistir. POD aktivitesinde

ise kisa stireli UV-C uygulamasinda kontrole gore
%21 oraninda artis gozlenmistir. 30 ve 60 dakikalik
UV-C uygulamalarinda POD aktivitesinde gozlenen
artis zamana bagl olarak azalmasina ragmen
kontrole gore

bulunmustur.

daha fazla enzim Uretildigi

Cizelge 1. Artan UV-C stresi kosullarinda A. orientalis’in (1
mg It BAP varliginda ¢ogaltiimig) SOD, POD ve
CAT aktivitelerinde gozlenen degisim.

uv-c SOD aktivite POD aktivite CAT aktivite
uygulamasi (U/mg) (U/mg) (U/mg)

Kontrol 0,75+0,03 a 0,64+0,03 ¢ 0,32+0,01 a
Kontrol + BAP 0,740,022 a 0,66+0,01 ¢ 0,32+0,01 a
15 dakika 0,48+0,02 b 0,80+0,01 a 0,32+0,02 a
30 dakika 0,39+0,01 ¢ 0,78+0,05 ab 0,30+0,03 a
60 dakika 0,36+0,01d 0,71+0,05 bc 0,30+0,02 a

a-d; Bir kritere ait kolondaki farkli harfler, istatistiksel olarak ortalamalar
arasindaki 6nemli farkhhiklar géstermektedir (P<0.05). Standart sapma
(£SS).

SOD, POD ve CAT enzimleri bitkilerde bulunan dogal
antioksidanlardir. Temel islevleri strese bagh olarak
bitkide olusan asirt miktardaki
bilesiklerinin (ROS) ortamdan uzaklastirilmasidir. Bu

reaktif oksijen

nedenle, kisa sireli UV isinlarina (UV-A, UV-B veya
UV-C) maruz birakilan bazi bitkilerde antioksidan
enzim miktarlarinda o6nemli Olgide artislarin
gozlendigi vurgulanmistir (Erkan vd. 2008, Younis
vd. 2010, Mohammadi vd. 2012, Chairat vd. 2013).
Benzer sekilde, mevcut c¢alismada da POD
aktivitesinde UV-C uygulamasina baglh olarak artis
gbzlenmistir. Diger yandan, Isatis indigotica (Chen
2009), Oryza sativa ve Phaseolus vulgaris
(Raghuvanshi ve Sharma 2016) gibi bitkilerde UV
stresine bagli olarak SOD aktivitesinde dususler
rapor edilmistir. SOD aktivitesinde strese bagli
gbzlenen bu azalmanin olusan siliperoksit iyonunun
(072) enzimin bas edemeyecegi kadar yiiksek
miktarlarda Uretilmesinden kaynakl olabilecegi
onerilmistir (Navari-lzzo ve Rascio 1999). Bu
calismada sliperoksit iyonunun diizeyi her ne kadar
SOD’un

etkilendigi ileri strilebilir. Strese bagl olarak olusan

Olclilmemis de olsa benzer sekilde
asirt hidrojen peroksit birikiminin CAT yaninda
askorbat-glutatyon donglsiinde yer alan enzimler
ile 6nlendigi bilinmektedir (Ma vd. 2014). Buna bagh
olarak gerek SOD aktivitesindeki azalma gerekse

CAT  Uretimi  degismeden  kalirken, POD
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aktivitesindeki artis, UV kaynakli olusan H;0O3'nin
ziyade diger antioksidanlar
olabilecegine isaret

CAT enziminden
tarafindan  uzaklastiriimis

etmektedir.

3.3 UV-C stresinin bitkinin lipid peroksidasyon
seviyesi lizerine etkisi

MDA igerigi, strese maruz kalan bitkinin membran
lipidlerinde ROS kaynakli olusan hiicre hasarini tayin
etmede kullanilir. Calismada, artan UV-C stresi ile
A.orientalis’in MDA arttig
belirlenmistir. MDA igerigindeki en fazla artis 60
dakika UV stres kosullarinda belirlenmis; benzer bir
istatistiki sonu¢ 30 dakika uygulamada da
gorulmistir (Sekil 2). Bu durum bitki hiicrelerindeki
hasarin 30 dakika UV-C uygulamasindan itibaren
basladigini gostermektedir. Benzer sekilde, 4 ve 24
saat araliklarinda toplam 50 kI m? UV-C
radyasyonuna maruz birakilan 70 ginluk tatdn
bitkisinde (Nicotiana tabacum) MDA igeriginde artis
kaydedilmistir (Saxena vd. 2011).

iceriginin  de
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Sekil 2. Artan UV-C stresi kosullarinda A. orientalis’in (1
mg It BAP varliginda ¢ogaltilmis) MDA igeriginin
degisimi.

3.4 UV-C stresinin bitkinin H;O; seviyesi lizerine
etkisi

Reaktif  oksijen  bilesikleri  hiicrede fazla
biriktiklerinde  hicre  membran lipidlerinin
peroksidasyonu, protein ve nikleik asitlerin

parcalanmasi gibi hicre canhligini tehdit eden
olaylara sebep olurlar. Bu tip bilesiklerden biri olan
H.O,,  bitki sinyal
molekili olarak gorev yapar (Gong vd. 2001). Artan
UV-C stresi kosullarinda 15 dakika UV stres
kosulundan itibaren H,0,
neden olmustur ve artis 30 ve 60 dakika UV-C stres
kosulunda da devam etmistir (Sekil 3). UV stresine

savunma mekanizmasinda

iceriginin artmasina

bagh olarak bitkilerde gozlenen ROS seviyesindeki
artisin, metabolik aktivitelerdeki dlzensizlikler
sonucu veya hicre zar proteini olan NADPH-
sebebiyle

oksidazin aktivitesindeki

olusabilecegi 6nerilmektedir (Kalbina ve Strid 2006).
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Sekil 3. Artan UV-C stresi kosullarinda A. orientalis’te (1
mg I BAP varliginda cogaltiimis) gdzlenen H20:
degisimi.

3.5 SOD, POD ve CAT enzimlerinin elektroforetik
analizi

Elektroforetik analizler iki amag¢ dogrultusunda
gerceklestirilmistir. uv-C
stresine maruz birakilan A. orientalis’te strese maruz
birakilmayan bitkilere
enzimlerinin aktivitelerindeki olasi degisiklikleri jel

Bunlardan ilki artan

oranla antioksidan

Uzerinde gozlemlemek, ikincisi ise enzimlere ait

izoformlarin  varhgini  analiz etmek (izerine

kurulmustur. UV-C stresine maruz
birakilan ve birakilmayan A. oritentalis’te SOD
aktivitesi icin tg farkh bant belirlenmistir (Sekil 4a).

Bu bantlarin isimlendirilmesi 6rneklerin ylritilmas

Buna gore,

oldugu jelin KCN ve H,0; ile muamelesi sonrasi
yapilmistir (Pan vd. 2006). Buna gére KCN ve H,0; ile
inhibe edilmemis bant Mn-SOD, sadece H0;
tarafindan inhibe edilmis olan bant Fe-SOD olarak
isimlendirilirken her iki kimyasal tarafindan inhibe
olan bant Cu/Zn-SOD olarak tanimlanmistir (Pan vd.
2006). Sekil 4a’da gorilduglu lGzere jel Uzerindeki
SOD izoformlarinin aktivite siddeti strese maruz
birakilma siiresi arttikca azalmaktadir. Ozellikle
Cu/Zn-SOD izoformuna ait bantin UV-C varliginda
tamamen inhibe edildigi goérilmektedir. Benzer
sekilde Mn-SOD ve Fe-SOD
bantlarin keskinliginde UV-C stresinin artisina bagh
olarak azalma gozlenirken, bu azalma Mn-SOD
izoformunda dikkat cekicidir. Elektroforetik analiz

izoformlarina ait
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sonucu elde edilen bulgular spektrofotometrik
analizler sirasinda SOD aktivitesinde kontrole gore
gozlenenen %51’lik dususun (Cizelge 1), Cu/Zn-SOD
ve Mn-SOD izoformlarindan kaynakli olabilecegine
isaret etmektedir. Amsonia orientalis’e ait CAT ve
POD enzimlerinin jel elektroforezlerinde bu
enzimler tek bant halinde ortaya ciktiklarini

gostermistir (Sekil 4b&:c).

(a)

<«— Cu/Zn-SOD
<«— Fe-SOD

«__ POD

1 ) 3 4
() i B .

Sekil 4. Artan UV-C stresi kosullarinda A. orientalis’in (1
mg It BAP varliginda ¢ogaltilmis) SOD (a), POD (b) ve CAT
(c) aktiviteleri icin elde edilen zimogrami (aktivite
boyama). 1: 60 dakika UV-C uygulamasi; 2: 30 dakika UV-
Cuygulamasi; 3: 15 dakika UV-C uygulamasi; 4: BAP ilaveli
Kontrol.

Bu calismaya benzer sekilde Raphanus sativus
(Valetti ve Pico 2013) ve Copeifera langsdorffii
(Maciel vd. 2007) bitkilerinden
peroksidazlara ait elektroforetik analizde de tek
bant  gozlendigi rapor  edilmistir. uv-C
uygulamasinin  bu enzimler (zerindeki etkisi
CAT aktivite
siddetinin stres ortaminin artmasina bagl olarak

izole edilen

incelendiginde ise jel Uzerindeki
degismeden kaldigi, POD aktivite siddetinin ise
Elde edilen

aktivite sonuglari spektrofotometrik analiz bulgulari

kontrole goére arttigr gozlenmistir.

ile uyumludur.
4. Sonug

Bu ¢alisma UV-C isinina maruz birakilan A. orientalis
bitkisinde slirgiin uzunluk ve sayisinin olumsuz
yonde etkilendigini ve hidrojen peroksit (ROS)
Uretimine paralel olarak antioksidan bir enzim olan
POD (peroksidaz) aktivitesinin radyasyona hi¢ maruz
birakilmayan bitkiye oranla arttirdigini gostermistir.

Elde edilen bulgular, 1 mg I'* BAP varliginin siirgiin
sayisi ve uzunluguna olumlu etki yapsa da bu
etkilerin UV-C uygulamalariyla sinirlandirildigini
gostermektedir. Buna ragmen uzun sireli UV-C
bitkinin
yavaslasa da tamamen kaybolmamistir. Literatiirde
bazi bitkilerde belirtilen UV-C'nin bitki gelisimi i¢in
olumlu etkileri A.

uygulamasinda bile surglin - geligimi

orientalis’de bu c¢alismada
denenlerden daha disik dozlarda gorilebilir. UV-C
stresinin hiicresel etkilerini ortaya koyabilmek igin
molekiler dizeydeki arastirilmasi gerekmektedir.
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