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Ozet. Parazit veya simbiyoz olarak bitki iizerinde yasayan bocek, nematod, akar, bakteri ya da mantarlarin neden
oldugu tahris ve beslenme fizyolojisinden dogan olumsuzluklara karsi bitkilerin savunma tepkimesi olarak
olusturduklari anormal biiyiime sekli gal olarak tanimlanmaktadir. En kompleks, en iyi organize olmus gallerin
birgogu, gal arilari (Hymenoptera: Cynipidae) tarafindan meydana getirilirler. En ¢ok taninan cynipid galleri giil ve
meselerde yer almaktadir. Bu ¢alismada; Sivas ¢evresinde yetisen, bazi mese ve giil tiirlerinin, gal olusturmayan ve
yogun olarak siirgiin ve meyva gali olusturan bireylerinden yaprak, meyva ve siirgiin gal 6rnekleri toplanmistir.
Yaprak, meyva ve gallerdeki total protein miktarlari, Bradford Mikro Assay, Biiiret, Lowry yontemleri ve ayrica
Ultraviyole (UV) spektrofotometresi kullanilarak 280 nm de 6lgiimleri yapilmak suretiyle hesaplanmistir. Bu sekilde
elde edilen veriler iizerinden hem galli ve galsiz bireyler arasindaki protein miktarlari agisindan farkliliklar hem de
kullanilan dort farkli yontem arasindaki farkliliklar karsilastirilmigtir. Yapilan deneyler sonucunda; galli bireylerdeki
total protein miktarinin galsiz bireylere gore anlamli sekilde fazla oldugu saptanmstir. Yine meselerdeki protein
iceriginin giillerdeki protein igerigine gore yaklasik 2 kati degerlerde oldugu tespit edilmistir. Aylara gore protein
icerigindeki farkliliklara baktigimizda ise, meseler i¢in eyliil ayinda, kusburnu bitkisi igin ise agustos ayinda daha
fazla protein icerigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gal, Rosa sp., Quercus sp., Cynipidae, Total protein icerigi

A Study of Total Protein Content in some Oak and Rose Species with and without
Galls

Abstract. Plant galls are an abnormal growth pattern that plants develop as a defense reaction to irritations and
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negative nutritional physiology caused by insects, nematodes, mites, bacteria and fungi living in a parasitic or
symbiotic relationship with the plant. Many of the most complex and organized galls are created by gall wasps
(Hymenoptera: Cynipidae). The most common cynipid types are seen in oak and rose species. In this research,
samples of leaves, fruit and shoot galls were collected from oak and rose species, some of which create these galls
intensely. Total protein levels were calculated using four methods: Bradford Micro Assay, Biuret, Lowry methods
and UV spectrophotometer at 260/280 nm. The results were compared in terms of the protein levels of plants with or
without galls, and of the four different methods used. Total protein was significantly higher in plants with galls than
those with no galls. Protein content in oaks was double that of roses. When the data were analyzed by months, higher

protein content was observed in september for oaks, and in august for rose hips.

Keywords: Gall, Rosa sp., Quercus sp., Cynipidae, Total protein content

GIiRiS

Bitki galleri indiikleyici bir organizma ile konak bitkinin etkisi altinda gelisen kompleks
olusumlardir. Gal yapicinin uyarmasiyla bitki hiicreleri anormal farkliliklara ve biiyiimelere
ugrayarak, gal yapiciy1 barindiran karakteristik sekiller alirlar [1]. Biiytime faz1 esnasinda galler,
fotoasimilasyon {irlinleri ve besleyici mineralleri kullanan yeni bir organ gibi hareket ederken
[2], bitkinin kimyasal kompozisyonunda da gal yapiciya karsi savunma amagli bir dizi
degisimler meydana gelir [3]. Gal disindaki dokularda temelde bécek larvalarinin beslenmesine
kars1 caydirict bir etken olarak salinan tanen ve fenoliklerin sentezlendigi bilinmektedir [3,4].

Arastirmamizda kullandigimiz, Quercus macranthera ssp. sysprensis (Ispir mesesi),
Tiirkiye'ye 6zgii endemik mese alttiirii olup, 7 m'ye kadar boylanabilen bir agagtir. Diger mese
tirlerine gore dayanikhiligi oldukga yiiksektir. Soguk ve kurakliga dayanikli olup orman
vejetasyonunun Ust sinirlarinda tashik ve kayalik bolgelerde yetisebilir. Ak meseler grubunda
yer alir. Caligilan bolgede ozellikle Andricus quercustozae’ nin neden oldugu ve ¢ok miktarda
meydana gelen siirgiin galleri goriilmektedir. Q. robur ssp. robur (Ingiliz mesesi-Saplh mese)
ise, 25-35 metreye kadar boylanabilen, 400-500 sene yasayabilen bir orman agacidir. Calisilan
bolgede bu tiirde gal olusumu goézlenmemistir. Rosa canina (Kusburnu) bitkisi, meyvalar:
kusburnu olarak adlandirilan ve ekonomik agidan 6nem tagiyan tiirlerden biridir. Genellikle
bayirlar, kayalik yokuslar, ormanlar ve acik alanlar ve ozellikle kirecli topraklarda 30-1700

metrede yayilis gosteren ¢ali formunda bitkilerdir. Bu bitki iizerinde belirlenmis gal etkeni
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cynipid gal arilarindan Diplolepis mayri olup, meyva gallerini olusturmaktadir. Cesitli tilkelerde
mese tiirlerinin (Quercus sp.) farkli bitki kisimlarindaki protein diizeylerini ve amino asit
cesitliliklerini incelemeye yonelik bircok calisma yapilmakla beraber, Tiirkiye’ de bulunan 20
mese taksonundaki protein ve amino asit igerigi Ozcan (2006) tarafindan arastirilarak, taksonlar
arasindaki protein ve amino asit bakimindan farkhiliklar belirlenmeye c¢alisilmistir [13]. Bu
calismanin sonuglarina gore mese palamutlarindan elde edilen total protein miktar: % 2,75- 8,44
arasinda ciddi bir varyasyon gostermektedir [13]. Giinlimiizde bu bitkiler iizerindeki galler ve
gal etkenleri lizerinde de gesitli caligmalar yapilmis olmakla beraber, gallerin protein igerigi
iizerine etkisini aragtiran, icerdikleri total protein diizeylerini belirlemeye yonelik bir ¢alisma
yapilmamigtir [5-13].

Total protein iceriginin belirlenmesi, gida, protein kimyasi, biyokimya, fizyoloji, tibbi
aragtirmalar, ekoloji, klinik analizler ve pek ¢ok farkli arastirma alaninda kullanilmaktadir.
Bunun i¢in spektrofotometri, kromatografi, polarografi, vb. gibi farkli analitik prosediirleri
kullanan pek ¢ok metod total protein igeriginin belirlenmesi igin gelistirilmistir. Cihaz ve
prosediiriin diisiik maliyetli olmasi, ayn1 zamanda analitik kimya konusunda ileri diizeyde bilgi
sahibi olmay1 gerektirmedigi i¢in ¢ogunlukla boya-baglama esasl ve UV-VIS spektrofotometrik
metodlara dayah analizler genis ¢apta kullanilmaktadir. Bu analizlerin en yaygini, Bradford
tarafindan gelistirilen ve Coomassie Brillant Blue G-250 boyasmin kullanildigi metoddur [14].
Bunun disinda Biiire, Lowry yontemleride yine proteinlerin boya baglama ozelliklerine
dayanmaktadir. Yontemler oldukga duyarhidir ve organik boyalarin, proteinlerdeki asidik ve
bazik gruplarla yani proteindeki amino asit bilesimleriyle etkileserek renk olusturmasini esas

alirlar [15].

Biiire yonteminde, alkali ortamdaki Cu*? iyonlar1 protein ve peptitlerdeki peptit bag
azotuyla etkileserek mavi-menekse renkli kompleks vermektedir. Renk siddeti 540 nm de
fotometrik olarak tayin edilebilir, duyarhg disiiktir (1-10 mg protein mL™). Kullanilan
reaktiflerin ucuz, hazirlanmasinin kolay olmasi ve diger yontemlere gore girisim etkilerinin

daha az olmasindan dolay: kullanilmaktadir.

Lowry Yontemi, Fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau
reaktifi) alkali kosullarda proteinlerdeki fenolik amino asitlerle verdigi tepkimeye

dayanmaktadir. Bu yontemin hassasiyeti 30-150 pug mL™ civarindadir. Absorbans okumas: cam
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veya polistiren kiivetler kullanilarak 750 nm yapilir. Biiire yontemine gore 50-100 kez daha

hassastir.

Warburg-Christain yontemi ise, tirozindeki fenolik grup ve triptofandaki indolik grup
nedeniyle birgok proteinin 280 nm’de maksimum absorbsiyon gostermesi 6zelligi esas alinarak,
ornekteki protein miktarmin yaklasik olarak bulunmas: amaciyla gelistirilmis hizh bir yontemdir.
Cok duyarli olmamakla beraber, kolayligi ve hizli sonu¢ vermesi nedeniyle ¢ok kullanilan bir
tekniktir. Ancak, 260 nm’de maksimum absorbsiyon gosteren niikleik asitlerin 280 nm’de de
absorbsiyon yetenekleri oldugu unutulmamalidir. Bu nedenle niikleik asit artiklar: ile kontamine
durumdaki ilk kaba ekstrelerle ¢alisildiginda hatali sonuglar elde edilebilir. Bunun oniine
gecmek i¢in, Warburg ve Christian [16] tarafindan gelistirilmis bir seri hata diizeltme faktorii
genel olarak tiim proteinler i¢in kullanilmakta ve bu yontemde ortaya ¢ikabilecek hata pay: daha

aza indirgenebilmektedir.

Laboratuar ¢alismalarinda orneklerdeki protein igerikleri, genellikle bovine serum
albumin (BSA) veya immunoglobulin gibi bir protein standartiyla karsilastirmak suretiyle
Ol¢iiliir, baz1 nadir durumlarda ise protein miktarlar: spesifik antikorlar ve ayn: proteinin daha
onceden saflagtirilmig standartlar: gibi referanslar kullanarak immiinolojik olarak ol¢iilmektedir

[15, 17-18].

Bu ¢alismada Quercus robur, Quercus macranthera ve Rosa canina 'min galsiz bireyleri
ile Andricus quercustozae’nin gal olusturdugu Quercus macranthera ve Diplolepis mayri’nin
gal olusturdugu Rosa canina’'min galli bireylerinin, farkli bitki kisimlarindaki total protein

igeriklerinin, farkli metodlar kullanilarak belirlenmesi amaglanmustir.
GEREC ve YONTEM
Orneklerin Toplanmasi

Calismada kullandigimiz Q.macranthera, Q.robur ve R.canina tiirlerine ait galli ve
galsiz Ornekler Sivas cevresinde yetistikleri dogal ortamlarindan yaz ve erken sonbahar

aylarinda toplandi (Cizelge 1).
Protein Ekstraksiyonu

Tepkime ortaminda % 0.5 (w/v) derisimde olacak sekilde Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

deterjan kullanilarak bitki dokularinda mevcut olan proteinlerin daha etkin bir sekilde
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¢oziindiriilmesi saglandi. Deneyler i¢in homojenizasyon ortaminda 0.1 M fosfat tamponu
(KH,PO,) (pH=6.0) kullanildi. Daha 6nceden etiketlenmis olan bitki 6rnekleri, sivi azot ve
ogitiicti (blender) kullanilarak toz haline getirildi. Toz haline getirilen drnekten 0.5 g tartildi ve
tizerine 1500 pL fosfat tamponu eklendi. Daha sonra tiiplerdeki bu karigimlarin iizerine SDS
deterjan1 eklenip homojen bir karisim elde etmek tizere karistirici iginde bir siire bekletildi.

Ekstraksiyon islemi Soniprep 150 Ultrasonikatér ile buz igerisinde gergeklestirildi.

Protein Derisiminin Belirlenmesi

Her bir bitki 6rneginden elde edilen ¢ozeltilerin, Bradford Coomassie Brillant Blue
mikro assay yontemi (595 nm), Biiire yontemi (540 nm), Lowry yontemi (750 nm) ve
WarburgChristain yontemi (280/260 nm) protokollerinin uygulanmasiyla belirtilen dalga

boylarinda spektrofotometrik olarak 6lgiilen absorbans degerlerine gore derigimleri belirlendi.

Cizelge 1. Bitki drneklerinin toplandigi zaman ve Sivas ili bolge bilgileri

Ornek Bitki ad1 Gal tasima durumu Periyot Bolge (Sivas ili)
1 Q.macranthera Galsiz Temmuz Ulas
2 Q.macranthera Galli Temmuz Ulas
3 Q.macranthera Galli Temmuz Karagayir
4 Q.macranthera Galsiz Agustos Ulas
5 Q.macranthera Galli Agustos Ulas
6 Q.macranthera Galli Agustos Karagayir
7 Q.macranthera Galsiz Eylil Ulas
8 Q.macranthera Galli Eyliil Ulas
9 Q.macranthera Galli Eyliil Karagayir
10 Q.macranthera Dogrudan Gal Ornegi Eyliil Ulas
11 Q.macranthera Dogrudan Gal Ornegi Eylil Karagay1r
12 Q. robur Galsiz Temmuz Ulas
13 Q. robur Galsiz Agustos Ulas




14 Q. robur Galsiz Eylil Ulas

15 Rosa canina Galsiz Yaprak Temmuz Karagayir
16 Rosa canina Galsiz Yaprak Haziran Karagayir
17 Rosa canina Galsiz Yaprak Agustos Karagayir
18 Rosa canina Galsiz Meyva Agustos Karagayir
19 Rosa canina Galsiz Meyva Temmuz Karagayir
20 Rosa canina Galli Yaprak Haziran Karagayir
21 Rosa canina Galli Yaprak Temmuz Karagayir
22 Rosa canina Galli Yaprak Agustos Karagayir
23 Rosa canina Galli Birey-Galsiz Meyva Agustos Karagayir
24 Rosa canina Galli Birey- Galli Meyva Agustos Karagayir
25 Rosa canina Galli Birey- Galli Meyva Temmuz Karagay1r

Bradford (Coomassie Blue) Yontemi

50 mg Coomasie-Brillant Blue G-250, 25 mL hacimce % 95’lik etanolde,
isitilarak  ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti 50 mL hacimce % 85°lik fosforik asitle
karistirilarak stiziildii. Son hacim 500 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanarak
Bradford Coomassie Blue boyasi hazirlanmis oldu [19]. Hazirlanan boya, 595 nm’de

kore kars1 okutularak, ¢alisma igin uygun kararlilikta olmasi saglandi.

Sigir serum albumini (Bovine Serum Albumin, BSA) c¢dzeltisi belirli
derisimlerde hazirlanarak, standart ¢ozeltiler olusturuldu. Standart ¢ozeltilerin hepsi
spektrofotometrede okutularak, absorbans degerleri elde edildi ve bu degerlere gore

standart egri ¢izildi.

Daha 6nceden hazirlanmis ve +4 °C’de saklanmis olan bitki Srneklerd,
spektrofotometrede absorbanslarinin  olgiilebilmesi  igin, 1200 kat seyreltilerek
kullanildi. Seyreltilen 6rnekler Bradford Coomassie Blue boyasiyla birlikte, 595 nm’de
kor kiivetine kars1 ve ti¢ tekrarli olacak sekilde okundu. Elde edilen absorbans degerleri
kaydedilerek ortalamalari alindi ve standart egriden yararlanarak her bir 6rnek igin

protein derisimleri hesapland.
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Biiire Yontemi

0.15 g bakir siilfat (CuSO,4. 5 H,0) ve 0.6 g Na, K-tartarat 50 mL distile suda
¢oziildii. 30 mL % 10’luk NaOH ilave edildi ve hacim 100 mL’ye tamamlanarak Biiire
belirteci hazirlandi. BSA proteini igeren standartlar ve tayini yapilacak protein drnekleri
ile kor ornek tizerine 4 mL biiire reaktifi ilave edilerek karistirildi. 30 dk oda
sicakhiginda bekletilerek kararli hale getirilmeleri saglandiktan sonra 540 nm dalga
boyunda Cecil marka spektrofotometrede 3 tekrarli okuma yapilarak tim orneklerin
absorbans degerleri kaydedildi. Daha sonra standart egriden yararlanilarak her bir 6rnek

i¢in protein derisimleri hesaplandi.
Lowry Yontemi

Spektrofotometrik analizlere ge¢cmeden oOnce tepkimelerde kullanilacak olan
reaktifler oncelikle hazirlandi. Bu kapsamda A reaktifi i¢in 1g Na veya K-tartarat ve 0.5
g CuS04.5H,0 100 mL distile suda ¢oziildi ve ¢ozeltinin 1s1ktan korunmasi saglandi. B
Reaktifi i¢in, 20 g NayC03 ve 4 g NaOH bir litre distile suda ¢oziildii. C Reaktifi i¢in, 1
mL A reaktifi + 50 mL B reaktifi karistirilarak, esas tepkimede kullanilacak olan ¢ozelti
hazirland: [20]. Diger taraftan BSA standart ¢ozeltileri hazirlandi. Biitiin ¢ozeltilere 2,5
mL C reaktifi eklendi ve kanstirilarak, oda sicakliginda 10 dk bekletildi. 0.25 mL
Folin— Ciocalteau reaktifi hizla ve vorteksle karistirilarak eklendi. Daha sonra 30 dk
karanhkta bekletilen 6rneklerin 750 nm'de absorbanslari dl¢iildi. Bu sirada yontemin
pH’a ¢ok fazla bagh (pH 10-10.5) olmasindan dolayi, uygun bir pH’1n saglanabilmesi
icin ihtiya¢ duyuldugunda reaktifin seyreltilmesi yoluna gidildi. Standart egri grafigi

hazirlanarak 6rnekteki protein derigimleri bulundu.
Warburg-Christain Yontemi

Bu yonteme gore mevcut bitki drneklerinden elde edilmis ¢ozeltilerin dogrudan
260 nm ve 280 nm’ de 3 tekrarli olacak sekilde absorbanslar: 6l¢iildii. Her bir 6rnek igin
AogolAzgo Orani belirlendi. Hata diizeltme faktorleri gbz Ontine alinarak olusturulmus
olan farkl: formiillerden, 280 nm ve 260 nm’de Glgiilen absorbans degerleriyle protein
miktarinin hesaplanabilecegi 1 numarali esitlikten yararlanilarak her bir 6rnek igin

protein derisimleri hesaplandi [21].

Protein Derisimi(mg mL™) = (1.5 X Aggo)— (0.75 X Aggo) 1)
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Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Windows’ta SPSS 15.0 ile yapildi (SPSS Inc., Chicago,
IL). Tim analitik belirlemeler {i¢ tekrarli olarak yapild:r ve ortalamalar rapor edildi.
Total protein igerikleri SPSS 15.0 istatistik programinda, Compare Means —Varyans
analizi (ANOVA) ve Pearson korelasyon analizleri kullanilarak karsilastirildi ve
anlaml: hale getirildi. Ortalamalar arasindaki farkliliklar p<0.05 degerinde 6nemli
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Standart egriler yardimiyla, her bir 6rnek i¢in elde edilen absorbans degerlerinin
ortalamalar1 alimarak mevcut bitkiler i¢in ayr1 ayrn total protein igerikleri hesaplandi
(Cizelge 2a-b). Buna gore Warburg-Christain yontemine gore bitkilerden elde edilen
ortalama total protein igerigi 112.50 mg protein mL™ (% 23.3) degeriyle diger
yontemlere gore belirgin derecede yiiksek bulunmustur. 4 farkli ydontem
karsilastirildiginda 25 bitki 6rneginin ortalamasindan elde edilen total protein igerigi
bakimindan en diisiik degerin ise, Biiire metodunda (47.90 mg mL™ ; % 9.58) oldugu
tespit edilmistir. Ayni sekilde Bradford yontemiyle ¢alisilan deney gruplarindan elde
edilen ortalama protein igeriginin 57.54 mg protein mL™ (% 11.51) oldugu goriiliirken;
Lowry yonteminde ise ortalama protein igeriginin 50.03 mg protein mL™ (% 10.01)
oldugu tespit edilmigstir. 4 farkli deney grubuna gore tespit edilen total protein
iceriklerine gore 10 numarali 6rnek olarak belirtilen Q. macranthera bitkisinin eyliil ay1
gal numunesinde total protein igeriginin (376.10 mg mL™) tiim deney gruplari ierisinde
digerlerinden daha yiiksek oldugu goriiliirken, Rosa canina’nin agustos ay1 galsiz
orneginde 1.22 mg protein mL™ degeriyle hemen hemen tiim deney gruplar: igerisinde
en disiik miktarda oldugu goriilmektedir (Cizelge 2a-b). Diger taraftan 376.10 mg
protein mL™ *lik en yiiksek degerin ayn1 zamanda yontemlerin kiyaslamas: yapildiginda
Warburg-Christain yonteminden elde edildigi, 1.22 mg protein mL™ lik degerin ise
Lowry yonteminden elde edilen bulgular arasinda oldugu goriilmektedir. Q. robur
orneklerine bakildiginda ise temmuz-agustos arasinda 3 farkli donem halinde alinmis ve
tamami galsiz bitki &rneklerinden olugmakta olup bunlarin aylara gore tasidiklary

ortalama protein icerikleri bakimindan aralarinda 6nemli farkliliklar goriilmemektedir.
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Her 3 ay i¢inde alinan 6rneklerdeki toplam protein igerigi birbirine yakin degerler olarak
bulunmustur (12.52- 71.10 mg protein mL™ arasinda degismektedir). Rosa canina bitki
orneklerinde ise galsiz yaprak ve meyva numunelerindeki total protein igeriklerinin
agustos ayma gidildik¢e bir miktar arttig1 farkedilse de genel olarak protein igerikleri
galsiz 6rneklerde birbirine yakin degerlerde goriilmektedir. R. canina’ daki galli yaprak
orneklerinde ise protein icerigi agustos ayina dogru ciddi sekilde artmakta olup, galli
meyva Orneklerinin agustos ayinda en yiiksek total protein igerigine sahip oldugu
goriilmektedir. Ayrica giil 6rneklerinin galli numunelerindeki protein igeriginin galsiz
numunelerden oldukga yiiksek oldugu ve mese Orneklerinin de giil 6rneklerine gore daha

yiiksek protein igerigine sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 2a-b).
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Cizelge 2a. Bitki Total Protein Miktarlar: (SPSS 15.0)

Protein Miktarlary *

Bradford Metodu

Biiire Metodu

Lowry Metodu

Warburg-Christain Metodu

No [Bitki Total Protein®+ | % Protein+S.H t |TotalProtein’+ |% Protein+S.H t |TotalProtein®t |% Protein+S.H t Total Protein®+ | % Protein+S.H t
S.H SH S.H S.H
1 |Q.macranthera, galsiz, temmuz 59.62 +9.12 11.92+0.018a 35.56 +4.35 7.11+0.008 a 25.20 + 3.68 5.04+0.002 a 88.20 +6.91 17.64+£0.025a
2 |Q.macranthera, galli, temmuz 61.55+9.20 12.31+0.009 a 16.27 £2.12 3.25+0.007 a 30.66 +3.91 6.13+0.009 a 56.70 +5.18 11.34+0.015a
3 |Q.macranthera, galli, temmuz 61.56 +9.15 12.31+0.012a 25.07 +3.13 5.01+0.005 a 34.00 +2.65 6.8+0.009 a 7290+ 7.51 1458 +£0.018 a
4 |Q.macranthera, galsiz, agustos 59.14 +7.60 11.83+0.005 a 21.56 +3.38 4.31+£0.008 a 3754 +4.12 7.51+0.009 a 84.60 +7.63 16.92+0.021 a
5 Q.macranthera, galli, agustos |60.82 + 6.90 12.16 £ 0.006 a 23.87+3.34 4.77+£0.009 a 40.12+4.01 8.02 +0.008 a 67.50 +6.23 1350+0.015a
6 Q.macranthera, galli, agustos |61.96 +10.30 12.39+0.011a 84.53 £6.55 16.91+0.015a 57.78 +£5.02 11.56 +0.011 a 69.30 +6.18 13.86 £0.015a
7  |Q.macranthera, galsiz, eyliil ~ |61.82+10.00 12.36 +0.013 a 35.41+4.30 7.08 +0.008 a 41.80+3.90 8.36 £0.010 a 85.50 +7.68 17.10+0.012 a
8  |Q.macranthera, galli, eyliil 54.28 +7.30 10.86 +0.005 a 22.53 +3.45 4.51+0.008 a 87.72+8.15 1754 +0.020 a 153.90 +13.19 30.78+0.029 a
9 Q.macranthera, galli, eyliil 66.04 +12.13 13.21+0.021a 41.78 +4.33 8.36 £+ 0.015a 70.90 +6.92 1418 £0.015a 107.10+10.21 21.42+0.019a
10 |Q.macranthera, gal, eyliil 55.82 +8.60 11.16 £0.011a 137.59 £ 11.39 27.52+0.023 b 11256 +£11.13 2251+0.029b 376.10 £ 25.41 75.22+0.045b
11 |Q.macranthera, gal, eyliil 61.92 +10.10 12.38 £ 0.020 a 80.27+7.18 16.05+0.021 a 131.82 +£14.08 26.36 +0.031 b 131.40+11.28 26.28 +0.020 a
12 |Q. robur, galsiz, temmuz 59.24 +8.40 11.85+0.013 a 23.35+10.13 4.67 £0.004 a 32.88 +£2.68 6.58 +0.003 a 61.20 +5.63 12.24+0.011a
13 |Q. robur, galsiz, agustos 57.88 +£10.25 11,58 £ 0.009 a 1252 +2.52 2.50+0.003 a 45.20 +3.96 9.04 +0.005 a 47.70+£3.11 9.54+0.010 a

*: Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H :Standart hata.

z: 500 mg dokuda mg cinsinden total protein miktan

t: Her siitunda ayni harflerle gosterilen veriler 0.05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir .
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Cizelge 2b. Bitki Total Protein Miktarlari (SPSS 15.0)

Protein Miktarlar: *

Bradford Metodu

Biiire Metodu

Lowry Metodu

Warburg-Christain Metodu

No |Bitki Total Protein®+ | % Protein £ S.H Total Protein®+ |% Protein + S.H t| Total Protein®+ % Protein + S.H Total Protein®+ | % Protein = S.H
S.H S.H SH t S.H
14 |Q. robur, galsiz, eyliil 55.10 £6.12 11.02+0.008 a 16.92 +2.98 3.38£0.004 a 39.52+3.54 7.90 £0.004 a 71.10 +6.49 14.22 £0.013 a
15 Eéngl?]qlijnza, galsiz yaprak, 59.88 +8.36 11.98 £0.004 a 48.42 £ 3.65 9.69+0.009 a 55.88 £5.11 11.18+0.010 a 90.00 £8.71 18.00 +0.020 a
16 Ea;arrgga galsiz  yaprak, 59.10+7.68 1182+0.014a  [29.07+2.30 5.81+0.007 a 43.56 +3.91 8.71+0.009 a 86.40 + 8.91 17.28+0.020 a
17 |R. canina, galsiz yaprak, 52.64 +4.37 10.53 +0.006 a 20.30 +2.31 4.06 +0.003 a 55.68 +5.36 11.14+0.010a 118.80+11.10 23.76 +0.027 a
18 ;gl::lt:iza, galsiz meyva, 49.06 +4.39 9.81+0.005a 52.78 + 4.45 10.56 + 0.008 a 1.22+£0.72 0.25+0.001c 83.70 + 7.56 16.74+0.030 a
19 ;glé:t:iza, galsiz meyva, 54.18 £5.30 10.84 £ 0.007 a 90.38 +8.24 18.08 +0.035 a 2.50+0.98 0.50+0.001c 75.60 + 6.35 15.12+£0.033 a
20 tRe-Tarl:l:; galli yaprak, haziran 47.86 +4.98 9.57 +£0.004 a 41.43 +3.86 8.29 £0.008 a 60.80 +£9.30 12.16 £0.011 a 96.30 +9.12 19.26 £0.025 a
21 |R. canina, galli yaprak, 54.28 +5.85 10.86 +0.020 a 48.62 +5.73 9.72+0.009 a 7.94+1.40 1.59+0.001c 109.80 +10.54 21.96 +0.026 a
22 tRe-Tarl:l:; galli yaprak, agustos 55.88 +4.91 11.18+0.023 a 66.93 +7.31 13.39+0.011a 60.44 + 8.45 12.09+0.011a 117.00 £12.15 23.40+0.021 a
23 [R. canina, agustos 50.40 +4.52 10.08 +0.009 a 40.13 +6.82 8.03+0.009 a 3.80 +£0.58 0.77+0.002 c 70.20 +6.81 14.04+0.019 a
24 |R. canina, agustos 61.40 +=9.40 12.28+0.033a 93.94 +7.64 18.79 +£0.050 a 98.64 +10.30 19.73+£0.025 a 280.80 + 15.98 56.16 +0.036 b
25 |R. canina, temmuz 57.12+5.70 11.42+0.026 a 88.20 £5.61 17.64+£0.045a 72.80 +8.11 14.56 £0.018 a 211.80 + 15.95 52.36 +0.045 b
Ortalama 57.54+7.61 11.51+£0.012a 47.90 +5.09 9.58+0.013 a 50.03+5.28 a 10.01 £0.011 a 112.50 +9.59 23.3+0.023 a

*: Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H :Standart hata.

z: 500 mg dokuda mg cinsinden total protein miktan

t: Her siitunda ayni harflerle gosterilen veriler 0.05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir.
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Baz: Mese ve Giil Tiirlerinin Galli ve Galsiz Bireylerinde, Total Protein /¢eriginin Arastiriimas:

Yine bu calisma kapsaminda yer verilen ve total protein tayininde kullanilan yontemleri
kendi aralarinda karsilastirmak amaciyla SPSS 15.0 paket programinda Pearson korelasyon
analizi uygulandiginda ise Warburg-Christain ve Lowry yontemi arasinda 0.747 oraninda
yiiksek derecede pozitif korelasyon oldugu tespit edilmistir. Ayrica Warburg - Christain
yontemiyle Biiire yontemi arasinda 0.601 oraninda 6nemli bir pozitif korelasyon oldugu da
goriilmekte olup Bradford yontemi ile de diisiik diizeyde negatif korelasyona rastlanmaktadir
(Cizelge 3). Dolayisiyla Lowry, Biiire ve Warburg-Christain yontemleri arasinda pozitif ve
anlaml bir paralelligin oldugu Bradford yonteminin ise bunlardan biraz daha farkli sonuglar

ortaya ¢ikardigi goriilmektedir.

Cizelge 3. Yontemler arasindaki korelasyon (SPSS 15.0 Pearson korelasyon analizi)

uv Bradford Lowry Bitire
uv Pearson Correlation 1| -046 T47(%) | ,601(**)
Sig. (2-tailed) ,828 ,000 ,001
N 25 25 25 25
Bradford Pearson Correlation|  -,046 1 -,014 ,314
Sig. (2-tailed) ,828 ,946 127
N 25 25 25 25
Lowry Pearson Correlation| ,747(**) -,014 1| ,462(%)
Sig. (2-tailed) ,000 1946 ,020
N 25 25 25 25
Biiire Pearson Correlation| ,601(**) ,314 ,462(%) 1
Sig. (2-tailed) ,001 127 ,020
N 25 25 25 25

** Korelasyon 0.01 seviyesinde 6nemlidir
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TARTISMA ve SONUC

Giintimiize degin ¢esitli bocek gruplarinin, bitkiler tizerinde parazit olarak yasamasini
ve beslenmesini, ayn1 zamanda belli bitki gruplarini spesifik konakg¢i olarak se¢melerini
aciklayan farkli hipotezler 6ne siirilmiistiir. Bitki-stres hipotezi, fizyolojik stres altindaki
bitkilerin konakgilar i¢in daha uygun oldugunu ve herbivor boceklerin stres altinda olan
bitkilerde daha ¢ok toplandigini savunur [22]. Ciinkii stres altindaki bitkiler, hayati fizyolojik
stireclerin korunmasi ve tamiri i¢in daha fazla kaynaga ihtiya¢ duyarlar. Bu bitkilerde genellikle
protein sentezinin azaldigi, fakat dokularinda fazla miktarda serbest amino asit biriktigi ve
bdylece bocekler i¢in daha ¢ok tercih edilen bir besin kaynagi oldugu ileri siiriilmektedir. Diisiik
ve yiiksek sicaklik, tuzluluk vb. gesitli gevresel stresler altinda kalan veya biyotik bir stres
kaynagi olarak gal yapiciyla karsilasan bitkilerde serbest prolin biriktigi g¢esitli ¢aligmalarda
belirtilmistir [23,24,25]. Total protein igeriginin ise gal olusumu ile giderek artarken, galin
olgunluga erismesiyle birlikte diistiigii gosterilmistir [25]. Yine afidlerin neden oldugu galli
yapraklarin floem igerigindeki amino asit miktarlarinin diger galsiz dokulara oranla oldukca
yiiksek oldugu ve karbohidrat, lipid ve total protein igeriginin gal odacigi gibi galli bitki
kisimlarinda artis gosterdigi cesitli arastirmalarla da ortaya konmustur [27-31]. Giiniimiizde
diger dokulara oranla gal dokusu protein iceriginin gal yapiciya bagl olarak daha yiiksek ya da
daha diisiik olabilecegi diisiiniilse de, gallerde nitrojen igeriginin artig gosterdigi bilinmektedir
[32]. Farkli bir yaklagim olan, bitki-gii¢ hipotezinde ise herbivor bdceklerin daha ¢ok saglikls,
ve giiclii bir sekilde biiyliyen bitkileri konak olarak sectikleri savunulmaktadir. Ciinkii bu tiir
bitkilerde bocegin rahatlikla biiyiiylip gelismesini saglayacak besin icerigi bulunmaktadir [33].
Bitki-tolerans hipotezi ise, herbivor boceklerle karsilasan bitkilerin, gal olusturmalar1 ya da
herbivorlar tarafindan besin olarak kullanilmalarindan kaynaklanan doku kayiplarini, tolere
edebilme yetenekleri kazanmak iizere evrildikleri goriisii {izerine kurulmustur. Bu toleransla
birlikte, herbivorlar tarafindan tiiketilen bitkiler, bocek saldirisina maruz kalmamis diger saglam
bitkilerle yine aym1 miktarda tohum {iretebilmekte ve hayatta kalabilme basarisi
gosterebilmektedirler [34, 35]. Belirtilen bu 3 hipotezin bir sonucu olarak ise, herbivor
saldirisina maruz kalan bitkilerin, hi¢ herbivor organizmayla karsilasmamis bitkilere kiyasla
daha fazla cicek, meyva ve tohum fiiretebilme yetenegine sahip olduklar1 dngoriilmektedir [36].
Tolerant bitkilerin tiremeyle ilgili yanitlari, artmisg biyiime hizlar1 veya zarar gérmeden

yasayabilme basarilar1 bu bitkilerde olusan artmus fotosentezden, dormansi halindeki



14

Baz: Mese ve Giil Tiirlerinin Galli ve Galsiz Bireylerinde, Total Protein /¢eriginin Arastiriimas:

meristemlerin etkinlige baglamasindan, ¢esitli protein ve polisakkarit gibi depolanmis
kaynaklarin yeniden kullanilmaya baslanmasindan kaynaklanabilir [37]. Bu ¢alisma kapsaminda
inceledigimiz bitki orneklerindeki galli bireylerde de prolin ve bazi amino asitlerin artig1 oldugu
daha once yapilmis bir ¢alismada bildirilmistir [24]. Sonug¢ olarak, bu ¢alisma kapsaminda
spektrofotometrik  olarak elde edilen absorbans verilerinin  derisim  degerlerine
dontstiiriilmesiyle birlikte Q. macranthera, Q. robur ve R. canina bitkileri tizerindeki galli ve
galsiz numunelerde total protein icerikleri belirlenmistir. Buna gére mese drneklerindeki total
protein igeriginin, kusburnu orneklerine gére daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Yine her iki
gruba ait ornekler kendi icerisinde degerlendirildiginde ise galli bireylerin yaprak ve ve gal
orneklerindeki amino asit ve protein i¢eriginin galsiz drneklere gore anlamli bir sekilde yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bu da yukarida belirtilmis olan ve bitkilerin ¢esitli herbivor saldirilarina
maruz kaldiklarinda girdikleri stresle birlikte hayati siire¢lerini devam ettirmek tizere ¢esitli
fizyolojik savunma mekanizmalar1 gelistirdiklerini agiklayan bitki-stres hipotezini destekler
niteliktedir. Aslinda her 3 hipoteze gbre de gal tasiyan bitkilerde veya dogrudan herbivorlarin
korundugu ve yasadigi gal dokusunun bizzat kendi igerisinde daha fazla amino asit ve protein
bulunmas: gerektigi beklenmektedir. Fakat bu c¢alismada segilen bitkilerin gergekten de
herbivorlarin, yasam alani olarak tercih edebilecekleri kadar giiglii olup olmadiklari ya da
olumsuz kosullar: tolere etme yetenegi fazla olan bitkiler olup olmadiklari hususunda gozlemler
yapilmadigi ve inceleme konusu olarak ele alinmadigi i¢in tam olarak hangi hipotez/lerin
desteklendigini kesin olarak sdylemek miimkiin degildir. Bu konuda kesin bir fikir belirtebilmek
icin dogada uzun siireli ve hatta yillarca siirecek gozlemler yapilmasi ve karbonhidrat, protein
metabolizmalari, enzimatik tepkimeleri vb. gibi fizyolojik siiregleri daha ayrintili arastirmak
gereklidir. Yine elde edilen bulgular: da laboratuvarda gesitli kontrollii deneylerle test etmek de
bir sonraki basamak olarak ¢aligma konusuna eklenmelidir. Ayrica sadece total protein igerigi
olarak bitki kistmlarin1 ve galleri karsilastirmak yeterli olmayip, Ozcan (2006)’1n mese
palamutlart ile yapms oldugu taksonomik caligmadaki gibi amino asit seviyesindeki ve
cesitliligindeki farkliliklarda aragtirnlmalidir [13]. Bu ¢aligma kapsaminda deginilmesi gereken
bir husus da, bitki pargalarindaki total protein igerigini ortaya koymak igin sectigimiz
yontemlerin karsilastirilmasidir. Cizelgelerde belirtildigi gibi yontemlerin bazilari birbirini
destekler nitelikte birbirine yakin protein derisimleri ortaya c¢ikardigi halde bazi yontemler

arasinda ciddi farkliliklar vardir. Bu durum daha 6nce yapilmis pek ¢ok arastirmada da
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gozlenmekte olup, proteinlerin amino asit igeriklerine veya yontemlerin prensiplerindeki
benzerlik ya da farkliliklara baglanmistir [38, 39]. Nitekim en yiiksek protein igerikleri
Warburg-Christain yontemine gore elde edilmistir. 260/280 nm dalga boyunda dogrudan
Olciimlere dayanan ve hassasiyeti diisiik oldugu bilinen bu yontemde elde edilen sonuglarin
yiiksek olmasi, ham bitki izolatlarimin herhangi bir saflastirma yapilmadan dogrudan
kullanilmasindan ve buna bagli olarak da Ozellikle niikleik asitler olmak {izere baska
maddelerinde ayn: dalga boyunda girisim gostermesinden kaynaklanabilmektedir. Yine Lowry
yonteminde zamanin bir Kisitlayici faktér olmasi ve yine yontemin pH’ a ¢ok fazla bagh (pH
10-10.5) olmasi gibi ¢esitli gerekgelerden dolayr yeterince net oOlgiimler elde edilememis
olabilir. Genel olarak c¢aligmamizda farkli yontemler denenerek tespit edilen total protein
icerikleri, gegmiste Ozcan (2006) tarafindan meselerle yapilmis ve total protein icerikleri % 2-9
arasinda belirtilmis olan bir caligmaya gore daha yiiksek degerlerde bulunmustur [13]. Bu
nedenle ¢alismalarda arastirilan bitki numunelerindeki total protein igeriklerini daha hassas ve
kesin bir sekilde ortaya koyabilmek i¢in 6ncelikle, 6n saflastirma islemlerinin uygulanmas: ve
ham izolat igerisinden proteinlerin ayrilmasindan sonra, derisim o6lgiimiine gegilmesi en dogru
sonucu verecektir. Bu ¢alisma ile, total protein igeriklerinin gal olusumuyla birlikte bitkilerde
cesitli farkliliklar gosterebilecegini arastirmak iizere, genel diizeyde ve yapilacak sonraki
ayrintili ¢alismalar i¢in bir baslangig teskil edecek veriler alabilmeyi ve bunu yaparken de en

uygun yontemi gérebilmeyi saglayacak bir inceleme hedeflenmistir.

Tesekkiir
Calismamizda kullandigimiz Rosa sp. 6rneklerini temin ettigi i¢in Hiillya KOCAK’a tesekkiir

ederiz.
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