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Özet 

 

Amsonia orientalis Decne. (Apocynaceae), dünyada sadece Türkiye’nin kuzeybatısı ve Yunanistan’ın 

kuzeydoğusunda yayılış gösteren, tıbbi ve ekonomik öneme sahip yapısında çok sayıda glikozitler ve 

glikoalkaloitler bulunduran, nadir ve tükenme tehdidi altında olan bir bitki türüdür. Bitkinin tükenme 

tehlikesi altına girişinin önemli sebeplerinden biri olarak giderek artan abiyotik stres koşulları 

düşünülmektedir. Çalışmamızda, tuzluluk stresinin Amsonia orientalis’in H2O2 ve MDA seviyeleri ile 

antioksidan enzimlerinin (SOD, CAT, POD) üzerindeki etkisi; stresi yatıştırmak amacıyla 1,0 mg/mL 

benzilaminopürin (BAP) varlığında elektrofotometrik ve fotometrik olarak irdelelenmiştir. Artan tuz 

stresi koşullarında H2O2 ve MDA seviyelerinin benzer olarak yüksek tuz konsantrasyonlarında arttığı 

ancak düşük tuz konsantrasyonlarında azaldığı; üç antioksidan enzimin de spesifik aktivitelerinin arttığı 

gözlenmiştir. Elektrofotometrik analizler sonucunda artan tuz stresinin bitkinin Fe-SOD ve Cu/Zn-SOD 

aktivitelerini inhibe ettiği, Mn-SOD aktivitesinde değişiklik oluşturmadığı, CAT ve POD aktivitelerinin 

ise tüm tuz konsantrasyonlarında korunduğu gözlenmiştir.  

 
Anahtar Kelimeler — Amsonia orientalis, antioxidan enzimler, in-vitro, MDA, tuz stresi. 

 

Investigation of Antioxidant Enzymes of Amsonia orientalis in the 

Presence of Salt Stress and BAP 
 

Abstract 

Amsonia orientalis Decne (Apocynaceae), is a threatened plant species providing many glycosides and glycoalka-

loids which have medicinal and economic significance. The species has a natural distribution only in the north-

west of Turkey and the north-east of Greece. Abiotic stress factors are thought to be major causes of plant lim-

ited distribution. . Thus, the effect of the increasing salt concentrations on MDA and H2O2 content and antioxi-

dant enzymes (SOD, CAT, POD) of Amsonia orientalis was investigated in the presence of 1.0 mg/mL benzyla-

minopurine (BAP)-due to sooth effect of BAP- spectrophotometrically and electroprotometrically. It was found 

that salt stres decreased to H2O2 contend but elevated at high concentrations of NaCl and  enhanced the specific 

activities of antioxidant enzymes tested. Electrophotometric analysis showed that Fe-SOD and Cu/Zn-SODs ac-

tivities were inhibited while Mn-SOD, CAT and POD activities remained their activities against increasing salt 

stres. 

Keywords — Amsonia orientalis, antioxidant enzymes, in-vitro, MDA, salt stress. 
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1 Giriş 

Amsonia orientalis parlak mavi-mor çiçekli tıbbi öneme 

sahip bir bitkidir. Birçok doğal ürünün başlangıç 

bileşiği olan ve izoproneid yapısında bulunan 

sekologanin A. orientalis köklerindeki zengin içeriği 

(%3,27 (w/w)) A. orientalis’i farmasotik (eczacılık) 

endüstrisi için uygun bir hammadde kaynağı 

olabileceğini düşündürmektedir. Bunun yanı sıra 

taksonun 12 çeşit alkaloit bulundurduğu da rapor 

edilmiştir [4]. Bu alkaloitlerin bir kısmı anti kanser 

özellikleriyle tıbbi öneme sahiptirler [5]. Aynı bitki ile 

yapılan başka bir çalışmada ise bitki bünyesindeki 

çeşitli kardiyoaktif glikozitler, glikoalkaloitler ve yeni 

glikozitler izole edilerek bu bileşiklerden ikisinin 

glikozit, birinin aglikon ve bir tanesinin de 

glikoalkaloit olduğu, bu glikoalkaloitin daha önce 

literatürde Rhazya (syn. Amsonia) stricta’dan 

tanımlanan scrictosamide olduğu belirtilmiştir [6]. A. 

orientalis ile yapılan son çalışma ise bitkinin kuru 

toprak üstü kısımlarından izole edilen altı yeni 

flavonoid glikozit ile ilgilidir [3]. A. orientalis üzerine 

yapılan çalışmalarda özütünün, çalışılan mayalardan 

ikisi üzerinde standart antibiyotiklerden daha fazla 

antimikrobiyal etki gösterdiği, bir maya üzerinde 

nystatin antibiyotiği ile eşit etki gösterdiği, bir 

mayanın ise bu bitkinin özütüne karşı dirençli 

olduğunu ve kullanılan on bakteriden altısına karşı 

standart antibiyotiklere göre daha fazla bir inhibisyon 

gösterdiği tespit edilmiştir [7]. Yakın bir geçmişte 

yayınlanan bulgularda ise bitkinin in vitro sürgün 

çoğaltımı ve elde edilen sürgünlerden yüksek 

miktarda kallus üretimi gerçekleştirilmiş olup [8]; bu 

kallus dokuları ileriki çalışmalar için hücre 

süspansiyon kültürlerinin kurulumunda kullanılması 

planlanmaktadır. Ayrıca bitkinin yüksek kapasitede 

in vitro çoğaltımı çeşitli bitki düzenleyicilerinin 

varlığında sağlanmış ve etkin bir in vitro çoğaltım 

protokolü oluşturulmuştur [9]. 

Tıbbi öneminin yanında çiçekli bitki olması dolayısıy-

la A. orientalis Batı Avrupa ve Amerika'daki 

bahçelerde süs bitkisi olarak da kullanılmaktadır [1]. 

A. orientalis (Şekil 1), başta kuraklık, tuzluluk, soğuk, 

ultraviyole radyasyonu, ağır metal gibi stres gibi 

çevresel - abiyotik stres şartları olmak üzere çeşitli 

nedenlerle yeryüzünden giderek tükenmektedir. 

Çevresel kaynaklı stresler sonucunda Reaktif Oksijen 

Türlerinin (ROS; süperoksit radikali (O2.-), hidro-

jenperoksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH.)) üretimi 

artar.  ROS seviyesindeki bu artış hücre zarı por 

çapının genişlemesine ve protein, pigment ve DNA 

gibi biyomoleküllerde hasara neden olmaktadır. 

Bitkiler ROS’ları katalizleyerek hücreleri bu hasardan 

koruyacak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksi-

dan savunma sistemlerine sahiptirler [10]. 
 

 

Şekil 1: Amsonia orientalis (a. Genel görünüm, b. Çiçek 

ve meyve) [1]. 
 

Antioksidanlar bitkilerin savunma mekanizmasında 

önemli role sahiptirler. Temel işlevleri, metabolik 

olaylar sonucu meydana gelen reaktif oksijen bileşi-

klerini ortamdan uzaklaştırarak bitkiyi bu radikallerin 

zararlı etkisinden korumaktır [11]. Bunlar arasında en 

önemli olan antioksidanlar olarak katalaz (CAT), 

süperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POX) 

gelmektedir. Katalazlar, H2O2’in su ve moleküler oksi-

jene parçalanmasını katalizleyen enzimlerdir ve 

doğada yaygın olarak bulunmaktadırlar [12]. Pero-

ksidazlar (POD) da hem/demir grubu içeren enzimler 

olup hidrojen peroksit varlığında fenol ve aromatik 

gibi çeşitli bileşiklerin oksidasyonunu katalizlerler. 

Süperoksit dismutaz (SOD) ise bitkilerde yaygın 

olarak bulunmakla birlikte esas fonksiyonu süperoksit 

radikalini (O2.-) hidrojen peroksite (H2O2) dö-

nüştürmektir; reaksiyon ürünü olan H2O2 ise yukarıda 

belirtildiği gibi katalaz enzimi ile ortamdan uzak-

laştırılır [11]. Antioksidan enzim seviyelerinin belir-

lenmesinin yanı sıra malondialdehit (MDA) seviyesi 

de stres şartlarına bağlı olarak ROS tarafından 

kaynaklanan hücresel hasarın belirlenmesinde iyi bir 

belirteç görevi görmektedir. Bu yüzden hücre zarı 

stabilitesi MDA içeriği test edilerek yapılabilmektedir.  
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In vitro sürgünlerin çoğaltımında sıklıkla kullanılan 

bir sitokinin olan benzilaminopürin (BAP) aynı 

zamanda tarla çalışmalarında osmotik stres ve tuz 

stresi gibi çeşitli çevresel stres faktörlerinin etkilerinin 

yatıştırılmasında da kullanılmaktadır. Büyümeyi 

teşvik edebileceği gibi aynı zamanda 

engelleyebilmektedir. Bu yüzden uygulama 

konsantrasyonlarının iyi ayarlanması gerekir [13,14]. 

Çalışma grubumuz bu sitokinini önceki çalışmaların 

ışığında, bitki stres faktörlerine maruz bırakılmadan 

önce in vitro sürgün çoğaltımı için kullanmıştır. 

Önceki çalışmalarımızda, BAP’ın Amsonia orientalis 

için en etkili sürgün çoğaltım konsantrasyonu 1,0 

mg/L olarak bulunmuştur. Bu nedenle mevcut 

çalışmada sürgün çoğaltımı için bu konsantrasyon 

tercih edilmiştir. Özet olarak bu çalışmamızda artan in 

vitro tuz stresi koşullarında bitkimiz için en fazla 

büyümeyi sağlayan 1,0 mg/L konsantrasyondaki BAP 

varlığında bitkinin uygulanan abiyotik stres 

karşısında antioksidan enzim profili, MDA seviyesi ve 

H2O2 içeriği incelenmiştir. 
 

 

2 Materyal ve Yöntem 

1.1. Tuzluluk stresinin oluşturulması 

 

Ex vitro koruma parsellerinde bulunan bitkilerden 

alınan nodal eksplantların önce %70 (v/v) etil alkol 

içerisinde 2 dakika ardından %1 (v/v) sodyum 

hipoklorit içerisinde 10-12 dakika bekletilip yüzeysel 

sterilizasyonları sağlanmıştır. Sonrasında eksplantlar 

40 ml 1,0 mg/l benzilaminopürin (BAP) içeren 

Murashige & Skoog (MS) [15] sürgün çoğaltım 

ortamına ekilmiş ve 1 aylık kültür periyodu sonunda 

tuzluluk stresi denemelerinde kullanılacak nodları 

içeren sürgünler elde edilmiştir. Aynı işlem, in vitro 

sürgünler kullanılarak sürekli olarak tekrar edilmiş ve 

gerekli eksplant kaynağı bu yöntemle sağlanmıştır. 

Elde edilen sürgünlerden alınan nodal eksplantlar 25, 

50, 75, 100, 125 ve 150 mM NaCl içeren MS besi 

ortamında kültüre alınmışlardır. Bir aylık kültür 

periyodunun sonunda gerekli morfometrik ölçümler 

(sürgün uzunluğu, sürgün sayısı, kök uzunluğu, kök 

sayısı) yapılmıştır. Kültür şartları büyütme kabininde 

80 μmol m-2 s-1 fotosentetik foton yoğunluğundaki ışık 

altında 16/8 ışıklandırma periyodunda, 23±1 Cº olarak 

uygulanmıştır. Tüm stres faktörü denemelerinde aynı 

kültür şartları uygulanmıştır.  

 

1.2. Ham Ekstraktın Hazırlanması 

 

Hedeflenen çalışmaları gerçekleştirmek üzere artan 

tuz stresi varlığında yetiştirilen bitki materyallerinden 

ham ekstraktlar hazırlanmıştır. 1 mg/mL BAP içeren 

besiyeri ortamı, kontrol (MS), 25, 50, 75, 100, 125 ve 

150 mM tuz stresi varlığındaki bitki örnekleri 20 katı 

hacimdeki 50 mM potasyum fosfat (pH 7.0) tampon 

ile homojenize edilmiştir. Homojenizat kaba filtre 

kağıdı ile filtre edilmiş ve 14000 g, +4 °C’de 15 dakika 

santrifüj edilmiştir (Sigma 4-16 K). Süpernatan 

bitkinin artan tuz stresi varlığında biyokimyasal par-

ametrelerinin incelenmesi için kullanılmıştır.  

 

1.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin 

İncelenmesi 

 

Artan tuz stresi varlığında antioksidan enzim 

aktiviteleri (SOD; süperoksit dismutaz, POD; 

peroksidaz, CAT; katalaz) spektrofotometrik ve 

elektroforetik olarak incelenmiştir.  

 

SOD aktivitesi; NBT (Nitroblue tetrazolium)’nin 560 

nm’de fotokimyasal redüksiyonunun incelenmesi ile 

belirlenmiştir [16]. Reaksiyon, 75 mM NBT, 18 mM l-

methionine, 0.1 mM EDTA, 2 μM riboflavin ve enzim 

içeren toplam 3 mL 50 mM potasyum fosfat tam-

ponunda (pH 7.0) gerçekleştirilmiştir. Riboflavin en 

son karanlık ortamda ilave edilmiştir ve reaksiyon 

karışımı 30-W floresan ışığı altında 15 dakika inkübe 

edilmiştir. Tuz ile muamele edilmeyen bitki ekstraktı 

kontrol olarak kullanılmıştır. 1 ünite SOD aktivitesi 

%50 redüksiyon inhibisyonunu sağlayan enzim 

miktarı olarak tanımlanmıştır.   

POD aktivitesi; pyrogallol oksidasyon yöntemi ile 

incelenmiştir [17]. Reaksiyon; 10 mM pyrogallol, 100 

μL seyreltilmiş enzim ve 5 mM H2O2 içeren toplam 2 

mL 50 mM fosfat tamponu içinde gerçekleştirilmiştir. 

Reaksiyon karışımı 25 °C’de 5 dakika inkübe edilmiş 

ve enzimatik reaksiyon 1 mL 2,5 N H2SO4 ile son-

landırılmış 425 nm’de artan absorbanslar 

kaydedilmiştir. Enzim aktivitesi; 425 nm’de fosfat 

tampon içinde pyrogallol için ɛ (sönümleme katsayısı) 

2640 M-1 cm-1 alınarak eşitlik 1’de gösterildiği gibi 

hesaplanmıştır [18]. Enzim aktivitesi; 5 dakikada 1 mg 

purpurogallin oluşması için gerekli olan enzim 

miktarı olarak tanımlanmıştır [19]. 

CAT aktivitesi; 240 nM’deki absorbans azalması takip 

edilerek ölçülmüştür. Reaksiyon 50 mM pH 7.0 fosfat 
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tamponunda 10 mM H2O2 ve uygun oranda sey-

reltilmiş enzimin 37 °C’de 2 dakika inkübe dilmesi ile 

gerçekleştirilmiş, reaksiyon 1M HCl ile son-

landırılmıştır. Bir ünite enzim aktivitesi 1 μmol H2O2 

parçalanması için gerekli olan enzim miktarı olarak 

tanımlanmıştır (H2O2 için ε değeri 0.039 cm2 μmol−) 

[20]. Enzim aktivitesi eşitlik 1’e göre hesaplanmıştır.  

 

EA: 
 








 
 
 

425
Re

( ) ( )

OD
aksion hacmi mL

Seyrelme faktörü
İnkübasyon süresi dakika Enzim hacmi mL

  (1) 

  
 

Tüm örnekler için protein miktar tayini Bradford 

yöntemine göre yapılmıştır [21]. 

 

2.4 Lipid Peroksidasyon Ürünleri ve H2O2 İçeriğinin 

Belirlenmesi 

Ham extrattaki lipid peroksidasyonu, MDA içeriğinin 

belirlenmesi ile gerçekleştirilmiştir [22]. 0.4 mL ham 

extrakt 0.4 mL tiyobarbitürik (TBA; 0.25 M HCl içinde 

hazırlanan %15 (w/v) trikloroasetik asit, %0.375 (w/v) 

TBA çözeltisi) karıştırılmıştır. Karışım 95 °C’de 15 

dakika inkübe edilmiş, ardından buz banyosunda 10 

dakika bekletilmiş ve 1500 g’de 15 dakika santrifüj 

edilmişitir. 532 ve 600 nm’deki absorbanslar 

kaydedilmiştir (Biorad Smartspect 3000). MDA içeriği 

[(A532-A600) / 156] x 103x Seyrelme faktörü eşitliğine 

göre hesaplanmıştır. 

H2O2 içeriği, extraktın potasyum iyodür (KI) ile 

muamelesinden sonra belirlenmiştir. 2.5 mL’lik 

reaksiyon karışımı; %0.1 trikloroasetik asit (TCA)%0.1 

KI 0.5 mL ham extrakt ve 50 mM pH 7.0 fosfat tam-

ponu içermektedir. H2O2 miktarı; bilinen H2O2 

miktarları ile standart eğrisi oluşturulan grafik ile 

belirlenmiştir [23]. 

 

2.5 Elektroforetik Analizler 

 

SDS-PAGE Bio-Rad Mini-Protean sistemi kullanılarak; 

%4 yükleme jeli ve %12 ayırma jeli hazırlanarak 

gerçekleştirilmiştir [24]. Örnekler indirgeme ajanı 

içeren yükleme tampon ile 100 °C’de 5 dakika kayna-

tılmışlardır. Protein marker’ı olarak SeeBlue® Plus2 

Pre-stained Protein Standard (LC5925) kullanılmıştır. 

Elektroforez 100 V’da 10 dakika ardından 120 V’da 2-3 

saat yürütülerek gerçekleştirilmiştir. Yürütülen jeller 

gümüş boyama ile boyanmıştır [25]. 

SOD, POD ve CAT enzimlerinin elektroforetik ana-

lizleri non-denaturing %4 yükleme ve %12 yürütme 

jeli hazırlanarak, 4 °C’de, ilk 10 dakika 100 V ardından 

1-2 saat 120 V’da Biorad mini protean II elektroforez 

sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

Jel üzerinde SOD aktivite tayini şu yönteme göre 

yapılmıştır: yürütülen jel 30 saniye aralıklarla 3 defa 

saf su ile yıkanıp ardından 750 μM NBT, 0,13 mM 

metiyonin ve 20 mM riboflavin ile iki adet 30 W’lık 

floresan ışık altında bantlar belirginleşene kadar 

inkübe edilmiştir. SOD bantları koyu mavi-mor arka 

alanda transparan olarak belirlenmiştir. SOD’un 

izoformlarını belirlemek için yürütülen jeller ayrı 

olarak 8 mM KCN ve 10 mM H2O2 ile inkübe 

edilmiştir [26]. 

Jel üzerinde POD aktivitesi, yürütülen jelin oda 

sıcaklığında; 50 mM pH 7 fosfat tamponunda hazır-

lanan 10 mM pyrogallol ve 5 mM H2O2 ile inkübe 

edilmesi sonucu turuncu-kahverengi bantların 

oluşumu ile takip edilmiştir.  

CAT aktivitesi ise, yürütülen jelin; 50 mM pH 7 

fosfat tamponunda hazırlanan 10 mM H2O2 ile 5 da-

kikalık inkübasyonunun ardından koyu mavi arka 

alanda transparan bantlar görünene dek 50 mM pH 7 

fosfat tamponunda hazırlanan 30 mM TEMED, 2,5 

mM NBT, 5 mM riboflavin ile inkübasyonu sonucu 

belirlenmiştir [27]. 

 

3 Bulgular ve Tartışma 

 

3.1 Tuz Stresinin Bitkinin Antioksidan 

Enzim Aktiviteleri Üzerine Etkilerinin 

İncelenmesi 

1,0 mg/mL BAP içeren besiyeri ortamında tuz stresin-

den kaynaklanan oksidatif stresin antioksidan enzim-

ler üzerindeki etkileri incelenmiş ve artan stres 

koşullarında ölçülen enzim aktivite değerleri belir-

lenmiştir.  

Deney koşullarında; 75 mM NBT, 18 mM 1-

methionine, 0,1 mM EDTA, 2 μM riboflavin ve farklı 

hacimlerde enzim içeren toplam 3 mL 50 mM pH 7.0 

potasyum fosfat reaksiyon çözeltisinde % 50 inhibisy-

onun sağlandığı enzim hacmi her bir grafikten elde 

edilen doğrusal denklemden yararlanılarak 

hesaplanıp, 1 ünite enzim olarak tanımlanmış olup, 

tüm tuz konsantrasyonları varlığında benzer grafikler 
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çizilmiştir. Elde edilen tüm grafik ve grafik 

denklemlerinden yararlanılarak her bir stres koşulu 

için SOD aktivitesi belirlenmiştir. Tüm stres koşulları 

için protein analizlerinden yararlanılarak oluşturulan 

ve aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik 

aktiviteyi (U/mg) içeren veriler Çizelge 1’de 

verilmiştir. 
Çizelge 1. Artan tuz stresi varlığında, 1.0 mg/mL BAP 

ortamında  A. orientalis’in protein miktarı, SOD aktivitesi ve 

spesifik aktivitesi. 

Örnek, (mM 

NaCl) 

Aktivite 

(U/mL) 

Protein 

(mg/mL) 

Spesifik  

Aktivite (U/mL) 

Kontrol 0.48 0.65 0.75 

25 0.69 0.75 0.92 

50 0.55 0.55 1.00 

75 060 0.80 0.76 

100 0.55 0.67 0.81 

125 0.57 0.70 0.82 

150 0.45 0.64 0.71 

 

Artan tuz stresi koşullarında 1,0 mg/mL BAP 

ortamında A. orientalis’in SOD enzim aktivitesi ve 

spesifik aktivitesi 125 mM NaCl konsantrasyonuna 

kadar artarken150 mM NaCl varlığında kontrol 

değerine ulaşmıştır. SOD aktivitesindeki artış abiyotik 

strese bağlı oluşan oksidatif strese karşı savunma 

açısından ve bitkilerin stres koşulları altında canlılığı 

sürdürmesine katkı sağlama bakımından önemli rolü 

bulunmaktadır. Bu anlamda Ahmed ve ark. [28] 

tarafından yapılan bir çalışmada tuz stresi 

koşullarında artan SOD aktivitesi rapor edilmiş ve 

bitkinin stres koşullarında canlılığını 

sürdürebilmesinde bu aktivitenin katkısı belirtilmiştir. 

Bizim çalışmamızda da artan tuz stresi koşullarında 

artan SOD aktivitesinin, bitkinin canlılığını 

sürdürmede önemli katkısı olduğu 

düşündürmektedir.  

POD; abiyotik strese karşı direnç gösteren önemli bir 

antioksidan enzimdir. 1,0 mg/mL BAP içeren ve artan 

tuz stresi varlığında değişen POD enzim aktivitesi 

Çizelge 2’de verilmiştir.  
 
Çizelge 2. Artan tuz stresi varlığında 1,0 mg/mL BAP 

ortamında A. orientalis’in protein miktarı, POD aktivitesi ve 

spesifik aktivitesi 

Örnek,  

(mM NaCl) 

Aktivite  

(U/mL) 
Protein (mg/mL) 

Spesifik 

Aktivite(U/mL) 

Kontrol 3.64 0.65 5.63 

25 2.61 0.42 6.18 

50 3.18 0.37 8.50 

75 3.09 0.39 7.92 

100 3.79 0.56 6.80 

125 4.35 0.63 6.87 

150 4.09 0.62 6.63 

 

Çizelge 2’den görüldüğü gibi artan tuz 

konsantrasyonu varlığında en yüksek spesifik aktivite 

değeri 50 mM NaCl varlığında gözlenmiştir. Bu 

konsanrasyondan itibaren spesifik aktivite değeri 

kademeli olarak düşmesine rağmen kontrol değerinin 

üzerinde spesifik aktivite değerleri gözlenmiştir. 

Aktivitede en şiddetli artış %119 olarak 125 mM tuz 

varlığında gözlenirken spesifik aktivitede en fazla 

artış 50 mM tuz varlığında %159 olarak belirlenmiştir. 

POD aktivitesi ile yüksek tuz konsantrasyonları 

varlığında 1,0 mg/mL BAP varlığında bitkinin POD 

enzim aktivitesini arttırdığı görülmüştür. Tuz stresi 

koşullarında POD enziminin artan aktivitesi; elma 

ağacının yaprak ve sürgünlerinde [29], yonca 

bitkisinde [30] çeltik yapraklarında [31] rapor 

edilmiştir. Artan POD aktivitesi, bitkinin artan tuz 

stresi koşullarına karşı savunma gösterebildiğinin 

belirtecidir.  

CAT hidrojen peroksidi (H2O2) su ve moleküler 

oksijene yıkarak canlı sistemi oksidatif yıkımdan 

koruyan bir başka önemli antioksidan enzimdir. Artan 

tuz stresi varlığında, 1,0 mg/mL BAP varlığında 

bitkinin CAT enzim aktivitesinin değişimi Çizelge 

3’de gösterilmiştir. 

 
Çizelge 3. Artan tuz stresi varlığında 1,0 mg/mL BAP 

ortamında A. orientalis’in protein miktarı, CAT aktivitesi ve 

spesifik aktivitesi 

Örnek, 

(mM NaCl) 

Aktivite 

(U/mL) 
Protein (mg/mL) 

Spesifik 

Aktivite (U/mL) 

Kontrol 0.20 0.65 0.32 

25 0.17 0.42 0.40 

50 0.17 037 0.45 

75 0.19 0.39 0.48 

100 0.18 0.56 0.32 

125 0.19 0.63 0.30 

150 0.18 0.62 0.30 

 

Çizelge 3’ten görüldüğü gibi- A. orientalis CAT 

aktivitesi 1,0 mg/mL BAP içeren ortamda ve artan tuz 

varlığında azalmış olmasına rağmen spesifik aktivitesi 

artan tuz konsantrasyonu varlığında artmış, en 
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yüksek değere (%150’lik artış ile) 75 mM tuz 

konsantrasyonu varlığında, en düşük spesifik aktivite 

değerine (%94) ise 125 ve 150 mM tuz konsantrasyonu 

varlığında ulaşmıştır. Tuz stresi varlığında artan CAT 

aktivitesi literatürde rapor edilmesine rağmen [31], in-

vitro koşullarda uygulanan tuz stresinin bitkinin CAT 

enziminin aktivitesinde azalma görülen çalışmalar da 

rapor edilmiştir [32]. Bizim çalışmamızda CAT 

spesifik aktivitesinde gözlenen bu artış bitkinin tuz 

stresi koşullarına karşı gösterdiği savunma olarak 

yorumlanabilir.  

Abiyotik stres koşulları altında H2O2 gibi ROS türleri 

bitkinin savunma sistemi için önemli sinyal molekülü 

görevi görür [33]. Bitki tuzluluk gibi herhangi bir 

abiyotik strese maruz kaldığı zaman stres koşullarına 

karşı duyarlılığı artar ve H2O2 seviyesi değişir. ROS 

seviyesinin düşürülmesi SOD, POD, CAT gibi 

antioksidan enzimler ile sağlanır [34]. Literatürde 

antioksidan savunma sistemlerinin varlığına rağmen 

abiyotik stres koşulları varlığında H2O2 seviyesinin 

arttığı [35], ya da değişmediği [36] çalışmalar rapor 

edilmiştir. Bu çalışmamızda artan tuz stresi varlığında 

düşük tuz konsantrasyonlarında (25-75 mM NaCl) 

H2O2 seviyesisinin azaldığı fakat yüksek tuz 

konsantrasyonlarında (125,150 mM NaCl) H2O2 

içeriğinin kontrol seviyesine çıktığı gözlenmiştir (Şekil 

2A).  Bu durum, bitkinin antioksidan enzim sisteleri 

ile açıklanabilir: Artan NaCl konsantrasyonu 

varlığında artan SOD aktivitesi ile H2O2 mitarında 

artış olabilmektedir. Fakat aynı koşullarda CAT ve 

POD aktivitelerinin de artması H2O2 katalizini 

hızlandırmaktadır. Bu durum düşük tuz 

konsantrasyonlarında azalan H2O2 miktarını 

açıklamaktadır. Azalan H2O2 miktarı fakat artan 

antioksidan enzim aktiviteleri literatürde rapor 

edilmiştir [37]. 
 

ROS, membran lipidlerini oksitleyerek geçirgenliğini 

arttırır, meydana gelen hücre membranının hasarı 

hücrenin ölümü ile sonlanır [38]. Şekil 2 (B) artan tuz 

stresi koşullarında A.orientalis’in MDA içeriğini 

göstermektedir. 100-150 mM tuz konsantrasyonların-

da bitkinin MDA içeriğinin arttığı belirlenmiştir. Bu 

durum yüksek tuz konsantrasyonlarının bitkide 

hücresel hasar oluşturduğunun kanıtı olabilmektedir  

 

 

 

 
Şekil 2. A. orientalis’in artan tuz stresi varlığında ve BAP 

ortamında H2O2 içeriği (A) ve lipid peroksidasyon değişimi 

grafiği (B). Değerler üç farklı üçlü denemenin ortamalası 

olup dikey çubuklar standart sapmayı ifade etmektedir.  

 
3.2 SDS-PAGE ve Native-PAGE Analizleri  

SDS-PAGE ve Native-PAGE analizleri, elektro-

fotometrik analizler kısmında açıklanan şekilde 

gerçekleştirilmiştir. Şekil 3, artan tuz stresi koşulların-

da bitkinin SOD aktivitesinin zimogram analizini 

göstermektedir. A: inhibitörsüz koşullardaki SOD 

aktivitesi, B: 8 mM KCN varlığında SOD aktivitesi, C: 

10 mM H2O2 varlığında SOD aktivitesini ifade et-

mektedir. Şeklin üzerindeki rakamlar ise maruz 

bırakıldığı NaCl konsantrasyonudur.  
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Şekil 3. Artan tuz stresi koşullarında A.orientalis’in SOD 

aktivitesi için zimogram resmi 

Tuz stresine maruz bırakılan ve bırakılmayan bitkide 

SOD aktivitesi için üç farklı bant belirlenmiştir (Şekil 

2). KCN Cu/Zn-SOD aktivitelerini inhibe ederken, 

Cu/Zn-SOD ve Fe-SOD aktiviteleri H2O2 tarafından 

inhibe olmaktadır. İlk bant her iki inhibitörden de 

etkilenmediği için Mn-SOD olarak belirlenmiştir. Son-

raki iki bant ise KCN’den etkilenmeyip H2O2 ile inhibe 

olmuştur. Bu yüzden bu bantlar Fe-SOD olarak belir-

lenmiştir. Tuz stresi 125 ve 150 mM NaCl’ye çıktığında 

ise bantların keskinliğinde azalma belirlenmiştir.  

 

 

 

 

 

Şekil 4. Artan tuz stresi koşullarında A.orientalis’in POD (A) 

ve CAT (B) aktivitesi için zimogram resmi 

Native-PAGE ile yapılan zimogram analizi sonucu 

A.orientalis’in tek POD izozimi olduğu belirlenmiştir 

(Şekil 4A). Şekil 4A’dan da görüldüğü gibi jel üzerin-

deki POD aktivite şiddeti değişmemektedir. Bu sonuç 

POD aktivitesinin spektrofotometrik sonuçları ile de 

uyumludur.  

POD aktivitesinde olduğu gibi enzim tek CAT izoen-

zime sahiptir ve yüksek tuz stresi koşullarında da jel 

üzerinde CAT aktivitesi gözlenmiştir (Şekil 4B). 

Spektrofotometrik analizin yanı sıra tuz stresine ma-

ruz bırakılmış ve bırakılmamış bitkinin protein 

miktarları SDS-PAGE analiz olarak da incelenmiş ve 

Şekil 5’de gösterilmiştir.    
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Şekil 5. Tuz stresi koşullarında A. orientalis’in SDS-PAGE 

analizi. M: Protein marker, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 numaralı 

kuyucuklar sırasıyla kontrol, 150, 125, 100, 75, 50 ve 25 mM 

NaCl konsantrasyonuna maruz bırakılan bitki ekstraktlarını 

ifade etmektedir. Her kuyucuğa 15 μg protein yüklenmiştir. 

 

Şekil 5’e göre; 1 numaralı kuyucuk tuz stresinin olma-

dığı bitki ekstraktının protein profilini göstermekte-

dir. Bantlar keskin ve yoğundur. Ancak tuz stresinin 

artan konsantrasyonlarında bantların keskinliği stres 

miktarına bağlı olarak azalmaktadır. Özellikle 25 ve 

50 mM NaCl varlığındaki bantların keskinliği 

A.orientalis’in hafif tuzlu topraklarda yetişebilme 

olasılığını güçlendirmektedir. Bunun yanı sıra, artan 

tuz stresi koşullarında hiçbir protein bandının tama-

men kaybolduğu gözlenmemiştir. Protein bantlarının 

keskinliğinin azalmasına rağmen tamamen kaybol-

maması bitkinin artan tuz stresinin hiçbir polipeptid 

sentezini baskılayamadığını göstermektedir. Bu di-

renci, 1,0 mg/mL BAP varlığının oluşturduğu 

düşünülmektedir. 
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4 Sonuç 

Sonuç olarak A. orientalis’in artan tuz stresi 

koşullarına 1,0 mg/mL BAP varlığında direnç 

gösterdiği belirlenmiştir. Azalan protein miktarına 

rağmen korunan antioksidan enzim aktiviteleri bu 

dirence katkı sağlamaktadır. Bitkinin yetiştiği doğal 

koşullar göz önünde bulundurulduğu zaman sadece 

tuzluluk stresi abiyotik stress olarak görülmemelidir. 

Bu stresin yanı sıra kuraklık, UV ve ağır metal iyon 

etkileri de bitkinin yaşamının sürekliliği için tehdit 

oluşturabilmektedir. Bu kapsamda ülkemiz için 

önemli bir bitki olan A. orientalis’in antioksidan en-

zimleri üzerine yukarıda bahsedilen çeşitli stress fak-

törlerinin etkisi grubumuz tarafından çalışılmaya 

devam edilmektedir.  

 

Teşekkür 
 

Bu çalışma 113Z609 no’lu TÜBİTAK projesinin bir 

parçasıdır.  
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