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Tuz Stresi ve BAP Varliginda Amsonia orientalis’in Antioksidan
Enzimlerinin Incelenmesi
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Ozet

Amsonia orientalis Decne. (Apocynaceae), diinyada sadece Tiirkiye'nin kuzeybatis1 ve Yunanistanin
kuzeydogusunda yayilis gosteren, tibbi ve ekonomik 6neme sahip yapisinda ¢ok sayida glikozitler ve
glikoalkaloitler bulunduran, nadir ve titkenme tehdidi altinda olan bir bitki tiiridiir. Bitkinin titkenme
tehlikesi altina girisinin Onemli sebeplerinden biri olarak giderek artan abiyotik stres kosullar
diistiniilmektedir. Calismamizda, tuzluluk stresinin Amsonia orientalis’in H202 ve MDA seviyeleri ile
antioksidan enzimlerinin (SOD, CAT, POD) iizerindeki etkisi; stresi yatistirmak amaciyla 1,0 mg/mL
benzilaminopiirin (BAP) varhiginda elektrofotometrik ve fotometrik olarak irdelelenmistir. Artan tuz
stresi kosullarinda H202 ve MDA seviyelerinin benzer olarak yiiksek tuz konsantrasyonlarinda arttig:
ancak diisiik tuz konsantrasyonlarinda azaldigy; ii¢ antioksidan enzimin de spesifik aktivitelerinin arttig
gozlenmistir. Elektrofotometrik analizler sonucunda artan tuz stresinin bitkinin Fe-SOD ve Cu/Zn-SOD
aktivitelerini inhibe ettigi, Mn-SOD aktivitesinde degisiklik olusturmadigi, CAT ve POD aktivitelerinin
ise tiim tuz konsantrasyonlarinda korundugu gozlenmistir.

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 H20: 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 H20: 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 Giris

Amsonia orientalis parlak mavi-mor ¢icekli tibbi 6neme
sahip bir bitkidir. Bir¢ok dogal {iiriiniin baslangig
bilesigi izoproneid yapisinda bulunan
sekologanin A. orientalis koklerindeki zengin igerigi
(%3,27 (w/w)) A. orientalis’i farmasotik (eczacilik)
endiistrisi i¢cin uygun bir
olabilecegini diislindiirmektedir. Bunun yami sira

olan ve

hammadde kaynag:

taksonun 12 cesit alkaloit bulundurdugu da rapor
edilmigtir [4]. Bu alkaloitlerin bir kism1 anti kanser
ozellikleriyle tibbi 6neme sahiptirler [5]. Ayn1 bitki ile
yapilan baska bir calismada ise bitki biinyesindeki
cesitli kardiyoaktif glikozitler, glikoalkaloitler ve yeni
glikozitler izole edilerek bu bilesiklerden ikisinin
glikozit, aglikon ve bir tanesinin de
glikoalkaloit oldugu, bu glikoalkaloitin daha Once
literatiirde (syn.
tanimlanan scrictosamide oldugu belirtilmistir [6]. A.
orientalis ile yapilan son calisma ise bitkinin kuru
toprak tistli kisimlarindan izole edilen alti yeni
flavonoid glikozit ile ilgilidir [3]. A. orientalis lizerine

birinin

Rhazya Amsonia)  stricta’dan

yapilan ¢alismalarda 6ziitliniin, ¢alisilan mayalardan
ikisi {izerinde standart antibiyotiklerden daha fazla
antimikrobiyal etki gosterdigi, bir maya iizerinde
nystatin antibiyotigi ile esit etki gosterdigi, bir
mayanin ise bu bitkinin o6ziitiine karst direncli
oldugunu ve kullanilan on bakteriden altisina karsi
standart antibiyotiklere gore daha fazla bir inhibisyon
gosterdigi tespit edilmistir [7]. Yakin bir geg¢miste
yayinlanan bulgularda ise bitkinin in vitro siirgiin
¢ogaltimi ve elde edilen siirgiinlerden yiiksek
miktarda kallus {iretimi gergeklestirilmis olup [8]; bu
kallus dokular1 ileriki c¢aligmalar igin hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinin kurulumunda kullanilmasi
planlanmaktadir. Ayrica bitkinin yiiksek kapasitede
in vitro ¢ogaltimi gesitli bitki diizenleyicilerinin
varliginda saglanmis ve etkin bir in vitro ¢ogaltim
protokolii olusturulmustur [9].

Tibbi 6neminin yaninda ¢igekli bitki olmasi dolayisty-
la A. orientalis Batt Avrupa ve Amerika'daki
bahgelerde siis bitkisi olarak da kullanilmaktadir [1].
A. orientalis (Sekil 1), basta kuraklik, tuzluluk, soguk,
ultraviyole radyasyonu, agir metal gibi stres gibi
cevresel - abiyotik stres sartlar1 olmak {izere cesitli
nedenlerle yeryiiziinden giderek tiikenmektedir.
Cevresel kaynakli stresler sonucunda Reaktif Oksijen
Tiirlerinin (ROS; siiperoksit radikali (O2.-), hidro-
jenperoksit (H20:) ve hidroksil radikali (OH.)) iiretimi
artar. ROS seviyesindeki bu artis hiicre zar1 por
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¢apmin genislemesine ve protein, pigment ve DNA
gibi biyomolekiillerde hasara neden olmaktadir.
Bitkiler ROS’lar1 katalizleyerek hiicreleri bu hasardan
koruyacak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksi-
dan savunma sistemlerine sahiptirler [10].

Sekil 1: Amsonia orientalis (a. Genel goriintim, b. Cigek
ve meyve) [1].

Antioksidanlar bitkilerin savunma mekanizmasinda
onemli role sahiptirler. Temel iglevleri, metabolik
olaylar sonucu meydana gelen reaktif oksijen bilesi-
klerini ortamdan uzaklastirarak bitkiyi bu radikallerin
zararli etkisinden korumaktir [11]. Bunlar arasinda en
Oonemli olan antioksidanlar olarak katalaz (CAT),
siiperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POX)
gelmektedir. Katalazlar, H2O2'in su ve molekiiler oksi-
jene parcalanmasini Kkatalizleyen enzimlerdir ve
dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar [12]. Pero-
ksidazlar (POD) da hem/demir grubu igeren enzimler
olup hidrojen peroksit varliginda fenol ve aromatik
gibi cesitli bilesiklerin oksidasyonunu katalizlerler.
Siiperoksit dismutaz (SOD) ise bitkilerde yaygin
olarak bulunmakla birlikte esas fonksiyonu stiperoksit
(O27) hidrojen peroksite (H202) do-
niistiirmektir; reaksiyon {irtinii olan H20: ise yukarida
belirtildigi gibi katalaz enzimi ile ortamdan uzak-
lagtirilir [11]. Antioksidan enzim seviyelerinin belir-

radikalini

lenmesinin yami sira malondialdehit (MDA) seviyesi
de stres sartlarina bagli olarak ROS tarafindan
kaynaklanan hiicresel hasarin belirlenmesinde iyi bir
belirte¢ gorevi gormektedir. Bu yiizden hiicre zari
stabilitesi MDA icerigi test edilerek yapilabilmektedir.
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In vitro stirglinlerin ¢ogaltiminda siklikla kullarulan
bir sitokinin olan benzilaminopiirin (BAP) aym
zamanda tarla calismalarinda osmotik stres ve tuz
stresi gibi gesitli ¢evresel stres faktorlerinin etkilerinin

yatistirilmasinda da kullanilmaktadir. Biiyiimeyi
tesvik edebilecegi gibi ayni zamanda
engelleyebilmektedir. =~ Bu  ylizden  uygulama

konsantrasyonlarinin iyi ayarlanmas1 gerekir [13,14].
Calisma grubumuz bu sitokinini 6nceki ¢alismalarin
1s181nda, bitki stres faktorlerine maruz birakilmadan
once in vitro slirgiin ¢ogaltimi igin kullanmistir.
Onceki calismalarimizda, BAP'in Amsonia orientalis
igin en etkili slirgiin ¢ogaltim konsantrasyonu 1,0
mg/L. olarak bulunmustur. Bu nedenle mevcut
calismada siirgiin ¢ogaltim1 icin bu konsantrasyon
tercih edilmistir. Ozet olarak bu calismamizda artan in
vitro tuz stresi kosullarinda bitkimiz igin en fazla
biiyiimeyi saglayan 1,0 mg/L konsantrasyondaki BAP
bitkinin uygulanan abiyotik
karsisinda antioksidan enzim profili, MDA seviyesi ve
H20:2 igerigi incelenmistir.

varliginda stres

2
1.1.

Materyal ve Yontem

Tuzluluk stresinin olusturulmasi

Ex vitro koruma parsellerinde bulunan bitkilerden
alman nodal eksplantlarin énce %70 (v/v) etil alkol
icerisinde 2 dakika ardindan %1 (v/v) sodyum
hipoklorit icerisinde 10-12 dakika bekletilip yiizeysel
sterilizasyonlar1 saglanmistir. Sonrasinda eksplantlar
40 ml 1,0 mg/l benzilaminopiirin (BAP) igeren
Murashige & Skoog (MS) [15] siirgiin ¢ogaltim
ortamina ekilmis ve 1 aylik kiiltiir periyodu sonunda
tuzluluk stresi denemelerinde kullanilacak nodlar1
iceren siirgiinler elde edilmistir. Aymn islem, in vitro
siirgiinler kullanilarak siirekli olarak tekrar edilmis ve
gerekli eksplant kaynagi bu yontemle saglanmistir.
Elde edilen siirgiinlerden alinan nodal eksplantlar 25,
50, 75, 100, 125 ve 150 mM NaCl iceren MS besi
ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Bir ayhik kiiltiir
periyodunun sonunda gerekli morfometrik ol¢timler
(stirgiin uzunlugu, siirgiin sayisi, kok uzunlugu, kok
sayis1) yapilmistir. Kiiltiir sartlar1 biiytitme kabininde
80 umol m2 s fotosentetik foton yogunlugundaki 1sik
altinda 16/8 1siklandirma periyodunda, 23+1 C? olarak
uygulanmistir. Tiim stres faktorii denemelerinde ayni
kiiltiir sartlar1 uygulanmistir.
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1.2. Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Hedeflenen calismalar1 gergeklestirmek iizere artan
tuz stresi varliginda yetistirilen bitki materyallerinden
ham ekstraktlar hazirlanmistir. 1 mg/mL BAP iceren
besiyeri ortami, kontrol (MS), 25, 50, 75, 100, 125 ve
150 mM tuz stresi varhigindaki bitki 6rnekleri 20 kat:
hacimdeki 50 mM potasyum fosfat (pH 7.0) tampon
ile homojenize edilmistir. Homojenizat kaba filtre
kagidi ile filtre edilmis ve 14000 g, +4 °C’de 15 dakika
santrifiij edilmistir (Sigma 4-16 K). Siipernatan
bitkinin artan tuz stresi varliginda biyokimyasal par-
ametrelerinin incelenmesi i¢in kullanilmigtir.
Aktivitelerinin

1.3. Antioksidan Enzim

incelenmesi
Artan tuz stresi varliginda antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD; siiperoksit POD;
peroksidaz, CAT; Kkatalaz) spektrofotometrik ve

elektroforetik olarak incelenmistir.

dismutaz,

SOD aktivitesi; NBT (Nitroblue tetrazolium)nin 560
nm’'de fotokimyasal rediiksiyonunun incelenmesi ile
belirlenmistir [16]. Reaksiyon, 75 mM NBT, 18 mM 1-
methionine, 0.1 mM EDTA, 2 uM riboflavin ve enzim
iceren toplam 3 mL 50 mM potasyum fosfat tam-
ponunda (pH 7.0) gerceklestirilmistir. Riboflavin en
son karanlik ortamda ilave edilmistir ve reaksiyon
karisimi 30-W floresan 15181 altinda 15 dakika inkiibe
edilmistir. Tuz ile muamele edilmeyen bitki ekstrakt
kontrol olarak kullanilmigtir. 1 {inite SOD aktivitesi
%50
miktar1 olarak tanimlanmustir.

rediiksiyon inhibisyonunu saglayan enzim
POD aktivitesi; pyrogallol oksidasyon yontemi ile
incelenmistir [17]. Reaksiyon; 10 mM pyrogallol, 100
pL seyreltilmis enzim ve 5 mM H20: igeren toplam 2
mL 50 mM fosfat tamponu iginde gergeklestirilmistir.
Reaksiyon karisimi 25 °C’de 5 dakika inkiibe edilmis
ve enzimatik reaksiyon 1 mL 2,5 N H2SOs ile son-
landiridmis 425
kaydedilmistir. Enzim aktivitesi; 425 nm’'de fosfat
tampon i¢inde pyrogallol i¢in € (soniimleme katsay1s1)
2640 M1 cm almarak esitlik 1’'de gosterildigi gibi
hesaplanmistir [18]. Enzim aktivitesi; 5 dakikada 1 mg
purpurogallin olusmas1 igin gerekli olan enzim
miktar1 olarak tanimlanmigtir [19].

CAT aktivitesi; 240 nM’deki absorbans azalmas: takip
edilerek Olciilmiistiir. Reaksiyon 50 mM pH 7.0 fosfat

nm’de artan absorbanslar
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tamponunda 10 mM H20: ve uygun oranda sey-
reltilmis enzimin 37 °C’de 2 dakika inkiibe dilmesi ile
gerceklestirilmis, reaksiyon 1M HCI ile
landirilmastir. Bir {inite enzim aktivitesi 1 umol H20:
parcalanmas: i¢in gerekli olan enzim miktar: olarak

son-

tanimlanmistir (H202 igin & degeri 0.039 c¢cm? pmol-)
[20]. Enzim aktivitesi esitlik 1’e gore hesaplanmustir.

OD
( = ) x Re aksion hacmi (mL)

&

EA: x Seyrelme faktorii (1)

Inkiibasyon siiresi (dakika) x Enzim hacmi (mL)

Tim Ornekler icin protein miktar tayini Bradford
yontemine gore yapilmistir [21].

2.4 Lipid Peroksidasyon Uriinleri ve H20: i¢eriginin
Belirlenmesi

Ham extrattaki lipid peroksidasyonu, MDA igeriginin
belirlenmesi ile gergeklestirilmistir [22]. 0.4 mL ham
extrakt 0.4 mL tiyobarbitiirik (TBA; 0.25 M HCl icinde
hazirlanan %15 (w/v) trikloroasetik asit, %0.375 (w/v)
TBA ¢oOzeltisi) karistirllmigtir. Karigim 95 °C’de 15
dakika inkiibe edilmis, ardindan buz banyosunda 10
dakika bekletilmis ve 1500 g’de 15 dakika santrifiij
edilmigitir. 532 wve 600 nm'deki absorbanslar
kaydedilmistir (Biorad Smartspect 3000). MDA igerigi
[(Ass2-Aeo) / 156] x 10°%x Seyrelme faktorii esitligine
gore hesaplanmustir.

H20: igerigi, extraktin potasyum iyodiir (KI) ile
muamelesinden sonra belirlenmistir. 2.5 mL’lik
reaksiyon karisimi; %0.1 trikloroasetik asit (TCA)%0.1
KI 0.5 mL ham extrakt ve 50 mM pH 7.0 fosfat tam-
ponu H2O: bilinen H:0:
miktarlar1 ile standart egrisi olusturulan grafik ile
belirlenmistir [23].

icermektedir. miktari;

2.5 Elektroforetik Analizler

SDS-PAGE Bio-Rad Mini-Protean sistemi kullanilarak;
%4 yiikleme jeli ve %12 ayirma jeli hazirlanarak
gergeklestirilmistir [24]. Ornekler indirgeme ajani
iceren ylikleme tampon ile 100 °C’'de 5 dakika kayna-
tilmiglardir. Protein marker’i olarak SeeBlue® Plus2
Pre-stained Protein Standard (LC5925) kullanilmigtir.
Elektroforez 100 V’'da 10 dakika ardindan 120 V’da 2-3
saat yiiriitiilerek gerceklestirilmistir. Yiiriitiilen jeller
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glimiis boyama ile boyanmuistir [25].
SOD, POD ve CAT enzimlerinin elektroforetik ana-
lizleri non-denaturing %4 yiikleme ve %12 yliriitme
jeli hazirlanarak, 4 °C’de, ilk 10 dakika 100 V ardindan
1-2 saat 120 V’da Biorad mini protean II elektroforez
sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Jel tizerinde SOD aktivite tayini su yonteme gore
yapilmistir: yiiriitiilen jel 30 saniye araliklarla 3 defa
saf su ile yikanmip ardindan 750 uM NBT, 0,13 mM
metiyonin ve 20 mM riboflavin ile iki adet 30 W’Iik
floresan 1sik altinda bantlar belirginlesene kadar
inkiibe edilmistir. SOD bantlar1 koyu mavi-mor arka
alanda transparan olarak belirlenmistir. SOD’un
izoformlarin1 belirlemek icin yiiriitillen jeller ayr
olarak 8 mM KCN ve 10 mM H:0: ile inkiibe
edilmistir [26].

Jel iizerinde POD aktivitesi, ylriitiilen jelin oda
sicakliginda; 50 mM pH 7 fosfat tamponunda hazir-
lanan 10 mM pyrogallol ve 5 mM H20: ile inkiibe
edilmesi bantlarin

olusumu ile takip edilmistir.

sonucu  turuncu-kahverengi

CAT aktivitesi ise, yiiriitiilen jelin; 50 mM pH 7
fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM H:0: ile 5 da-
kikalik inkiibasyonunun ardindan koyu mavi arka
alanda transparan bantlar goriinene dek 50 mM pH 7
fosfat tamponunda hazirlanan 30 mM TEMED, 2,5
mM NBT, 5 mM riboflavin ile inkiibasyonu sonucu
belirlenmistir [27].

3 Bulgular ve Tartisma

3.1 Tuz Stresinin Bitkinin Antioksidan
Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

1,0 mg/mL BAP igeren besiyeri ortaminda tuz stresin-

den kaynaklanan oksidatif stresin antioksidan enzim-

ler {izerindeki etkileri incelenmis ve artan stres
kosullarinda o6l¢ililen enzim aktivite degerleri belir-
lenmistir.

Deney kosullarinda; 75 mM NBT, 18 mM 1-

methionine, 0,1 mM EDTA, 2 uM riboflavin ve farkli

hacimlerde enzim igeren toplam 3 mL 50 mM pH 7.0

potasyum fosfat reaksiyon ¢ozeltisinde % 50 inhibisy-

onun saglandig1 enzim hacmi her bir grafikten elde
edilen  dogrusal = denklemden  yararlanilarak
hesaplanip, 1 iinite enzim olarak tanimlanmis olup,
tiim tuz konsantrasyonlar1 varliginda benzer grafikler
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Elde
denklemlerinden yararlanilarak her bir stres kosulu
icin SOD aktivitesi belirlenmigtir. Tiim stres kosullar
i¢in protein analizlerinden yararlanilarak olusturulan
ve aktivite (U/mL), protein (mg/mL) ve spesifik
(U/mg) Cizelge 1'de

¢izilmigtir. edilen tiim grafik ve grafik

aktiviteyi
verilmisgtir.
Cizelge 1. Artan tuz stresi varliginda, 1.0 mg/mL BAP
ortaminda A. orientalis’in protein miktari, SOD aktivitesi ve
spesifik aktivitesi.

iceren veriler

CBU J. of Sci., Volume 12, Issue 3, p 543-551

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
Cizelge 2den  gorildiigii gibi artan tuz

konsantrasyonu varliginda en yiiksek spesifik aktivite
degeri 50 mM NaCl varliginda gozlenmistir. Bu

Omek, (M Aktivite Protein  Spesifik konsanrasyondan itibaren spesifik aktivite degeri
NaCl) (U/mL) (mg/ml) Aktivite (UmL) 1 40meli olarak diismesine ragmen kontrol degerinin
Kontrol 0.48 0.65 0.75 tizerinde spesifik aktivite degerleri gozlenmistir.
25 0.69 0.75 0.92 Aktivitede en giddetli artis %119 olarak 125 mM tuz

50 0.55 0.55 1.00 varliginda gozlenirken spesifik aktivitede en fazla

75 060 0.80 0.76 artis 50 mM tuz varliginda %159 olarak belirlenmistir.

100 0.55 0.67 0.81 POD aktivitesi ile yiiksek tuz konsantrasyonlar1
varliginda 1,0 mg/mL BAP varliginda bitkinin POD

125 0.57 0.70 0.82 . L O .
enzim aktivitesini arttirdigy goriilmiistiir. Tuz stresi

150 0.45 0.64 0.71 kosullarinda POD enziminin artan aktivitesi; elma
agacinin yaprak ve siirglinlerinde [29], yonca

Artan tuz stresi kosullarinda 1,0 mg/mL BAP bitkisinde [30] ¢eltik yapraklarinda [31] rapor

ortaminda A. orientalis'in SOD enzim aktivitesi ve
spesifik aktivitesi 125 mM NaCl konsantrasyonuna
kadar artarken150 mM NaCl varliginda kontrol
degerine ulasmistir. SOD aktivitesindeki artis abiyotik
strese baghh olusan oksidatif strese karsi savunma
acgisindan ve bitkilerin stres kosullar1 altinda canlilig
siirdiirmesine katki saglama bakimindan 6nemli rolii
bulunmaktadir. Bu anlamda Ahmed ve ark. [28]
tarafindan bir c¢alismada tuz stresi
kosullarinda artan SOD aktivitesi rapor edilmis ve
bitkinin
surdiirebilmesinde bu aktivitenin katkisi belirtilmistir.

yapilan

stres kosullarinda canliligim

Bizim calismamizda da artan tuz stresi kosullarinda

artan SOD  aktivitesinin, bitkinin  canlihigim
siirdiirmede onemli katkis1 oldugu
distindiirmektedir.

POD; abiyotik strese kars1 direng gosteren 6nemli bir
antioksidan enzimdir. 1,0 mg/mL BAP igeren ve artan
tuz stresi varliginda degisen POD enzim aktivitesi
Cizelge 2'de verilmistir.

Cizelge 2. Artan tuz stresi varliginda 1,0 mg/mL BAP
ortaminda A. orientalis’in protein miktari, POD aktivitesi ve
spesifik aktivitesi

Omek,  Aktivite Protein ( . Spesifik
(mM NaCl) (U/mL) Lrotein(mg/mb) te(U/mL)
Kontrol 3.64 0.65 5.63
25 261 0.42 6.18

edilmistir. Artan POD aktivitesi, bitkinin artan tuz
stresi kosullarina karsi savunma gosterebildiginin
belirtecidir.

CAT hidrojen peroksidi (H202) su ve molekiiler
oksijene yikarak canli sistemi oksidatif yikimdan
koruyan bir bagka 6nemli antioksidan enzimdir. Artan
tuz stresi varliginda, 1,0 mg/mL BAP varliginda
bitkinin CAT enzim aktivitesinin degisimi Cizelge
3’'de gosterilmistir.

Cizelge 3. Artan tuz stresi varliginda 1,0 mg/mL BAP
ortaminda A. orientalis’in protein miktari, CAT aktivitesi ve
spesifik aktivitesi

(mcﬁilﬁf’cn ?IIJ(K:;! Protein (mg/mL) AktiSVIZtesl(fllJl;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

Cizelge 3'ten gorildiigli gibi- A. orientalis CAT
aktivitesi 1,0 mg/mL BAP iceren ortamda ve artan tuz
varliginda azalmis olmasina ragmen spesifik aktivitesi
artan tuz konsantrasyonu varliginda artmis, en
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yiiksek degere (%150°lik artis ile) 75 mM tuz
konsantrasyonu varliginda, en diisiik spesifik aktivite
degerine (%94) ise 125 ve 150 mM tuz konsantrasyonu
varliginda ulasmistir. Tuz stresi varliginda artan CAT
aktivitesi literatiirde rapor edilmesine ragmen [31], in-
vitro kosullarda uygulanan tuz stresinin bitkinin CAT
enziminin aktivitesinde azalma goriilen ¢alismalar da
rapor edilmistir [32]. Bizim c¢alismamizda CAT
spesifik aktivitesinde gozlenen bu artis bitkinin tuz
stresi kosullarina karsi gosterdigi savunma olarak
yorumlanabilir.

Abiyotik stres kosullar1 altinda H20: gibi ROS tiirleri
bitkinin savunma sistemi i¢in 6nemli sinyal molekiilii
gorevi goriir [33]. Bitki tuzluluk gibi herhangi bir
abiyotik strese maruz kaldig1 zaman stres kosullarina
kars1 duyarlilig: artar ve H>O2 seviyesi degisir. ROS
seviyesinin dfistirtilmesi SOD, POD, CAT gibi
antioksidan enzimler ile saglanir [34]. Literatiirde
antioksidan savunma sistemlerinin varligina ragmen
abiyotik stres kosullar1 varliginda H2O: seviyesinin
arttig1 [35], ya da degismedigi [36] calismalar rapor
edilmistir. Bu ¢alismamizda artan tuz stresi varliginda
diisiik tuz konsantrasyonlarinda (25-75 mM NaCl)
H20: seviyesisinin azaldigi fakat yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda (125,150 mM NaCl) H20:
iceriginin kontrol seviyesine ¢iktig1 gézlenmistir (Sekil
2A). Bu durum, bitkinin antioksidan enzim sisteleri
ile agiklanabilir: Artan NaCl
varliginda artan SOD aktivitesi ile H20: mitarinda

konsantrasyonu

artis olabilmektedir. Fakat ayni1 kosullarda CAT ve
POD aktivitelerinin de artmast H:0:
hizlandirmaktadir. Bu diusuk  tuz
konsantrasyonlarinda H-20O:
agiklamaktadir. Azalan H20: miktar1 fakat artan
aktiviteleri literatiirde

katalizini
durum
azalan miktarimn
antioksidan enzim
edilmistir [37].

rapor

ROS, membran lipidlerini oksitleyerek gecirgenligini
arttirir, meydana gelen hiicre membraninin hasari
hiicrenin 6liimii ile sonlanir [38]. Sekil 2 (B) artan tuz
kosullarinda A.orientalis'in MDA igerigini
gostermektedir. 100-150 mM tuz konsantrasyonlarin-

stresi
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da bitkinin MDA igeriginin artti§1 belirlenmistir. Bu
durum yiiksek tuz konsantrasyonlarmin bitkide
hiicresel hasar olusturdugunun kanit1 olabilmektedir

o
=
S

H,O0; i¢erigi, (umol)
r >
o =
S S

o
=
S

25 50 75 100 125 150

o

NaClkonsantrasyonu, (mM)

o
=
>

B

i

NaClkonsantrasyonu, (mM)

o
=
S

o
=
>

MDA, (nmol/g)
=
S

Sekil 2. A. orientalis’in artan tuz stresi varliginda ve BAP
ortaminda H2O: igerigi (A) ve lipid peroksidasyon degisimi
grafigi (B). Degerler ii¢ farkl {iglii denemenin ortamalasi
olup dikey ¢ubuklar standart sapmay1 ifade etmektedir.

3.2 SDS-PAGE ve Native-PAGE Analizleri

SDS-PAGE ve Native-PAGE analizleri, elektro-
fotometrik analizler kisminda acgiklanan gekilde
gerceklestirilmistir. Sekil 3, artan tuz stresi kosullarin-
da bitkinin SOD aktivitesinin zimogram analizini
gostermektedir. A: inhibitorsiiz kosullardaki SOD
aktivitesi, B: 8 mM KCN varliginda SOD aktivitesi, C:
10 mM H:0: varliginda SOD aktivitesini ifade et-
mektedir. Seklin tizerindeki rakamlar ise maruz
birakildig1 NaCl konsantrasyonudur.
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Sekil 3. Artan tuz stresi kosullarinda A.orientalis'in SOD
aktivitesi i¢in zimogram resmi

Tuz stresine maruz birakilan ve birakilmayan bitkide
SOD aktivitesi i¢in {i¢ farkli bant belirlenmistir (Sekil
2). KCN Cu/Zn-SOD aktivitelerini inhibe ederken,
Cu/Zn-SOD ve Fe-SOD aktiviteleri H20: tarafindan
inhibe olmaktadir. Ik bant her iki inhibitorden de
etkilenmedigi i¢cin Mn-SOD olarak belirlenmistir. Son-
raki iki bant ise KCN’den etkilenmeyip H20: ile inhibe
olmustur. Bu yiizden bu bantlar Fe-SOD olarak belir-
lenmistir. Tuz stresi 125 ve 150 mM NaCl'ye ¢iktiginda
ise bantlarin keskinliginde azalma belirlenmistir.

0 25 50 75 100

125 150

Sekil 4. Artan tuz stresi kosullarinda A.orientalis’in POD (A)
ve CAT (B) aktivitesi i¢in zimogram resmi

Native-PAGE ile yapilan zimogram analizi sonucu
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A.orientalis’in tek POD izozimi oldugu belirlenmistir
(Sekil 4A). Sekil 4A’dan da gorildigi gibi jel tizerin-
deki POD aktivite siddeti degismemektedir. Bu sonug
POD aktivitesinin spektrofotometrik sonuglar ile de
uyumludur.

POD aktivitesinde oldugu gibi enzim tek CAT izoen-
zime sahiptir ve yiiksek tuz stresi kosullarinda da jel
tizerinde CAT aktivitesi gozlenmistir (Sekil 4B).
Spektrofotometrik analizin yani sira tuz stresine ma-
ruz birakilmis ve birakilmamis bitkinin protein
miktarlar1 SDS-PAGE analiz olarak da incelenmis ve
Sekil 5’de gosterilmistir.

kDa M 1 2 3 4 5 6 7

250
148
98

50

38
22

16

Sekil 5. Tuz stresi kosullarinda A. orientalis’in SDS-PAGE
analizi. M: Protein marker, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 numaral
kuyucuklar sirasiyla kontrol, 150, 125, 100, 75, 50 ve 25 mM
NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan bitki ekstraktlarin
ifade etmektedir. Her kuyucuga 15 pg protein yiiklenmistir.

Sekil 5’e gore; 1 numarali kuyucuk tuz stresinin olma-
dig1 bitki ekstraktinin protein profilini gostermekte-
dir. Bantlar keskin ve yogundur. Ancak tuz stresinin
artan konsantrasyonlarinda bantlarin keskinligi stres
miktarma bagli olarak azalmaktadir. Ozellikle 25 ve
50 mM NaCl varligindaki bantlarin keskinligi
A.orientalis’in  hafif tuzlu topraklarda vyetisebilme
olasiigini gii¢clendirmektedir. Bunun yani sira, artan
tuz stresi kosullarinda higbir protein bandinin tama-
men kayboldugu gozlenmemistir. Protein bantlarinin
keskinliginin azalmasina ragmen tamamen kaybol-
mamast bitkinin artan tuz stresinin hicbir polipeptid
sentezini baskilayamadigimni gostermektedir. Bu di-
renci, 1,0 mg/mL BAP varliginin olusturdugu
diistintilmektedir.
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4 Sonug

Sonu¢ olarak A. orientalis'in artan tuz stresi

kosullarina 1,0 mg/mL BAP varliginda direng
gosterdigi belirlenmistir. Azalan protein miktarina
ragmen korunan antioksidan enzim aktiviteleri bu
dirence katki saglamaktadir. Bitkinin yetistigi dogal
kosullar gbz oniinde bulunduruldugu zaman sadece
tuzluluk stresi abiyotik stress olarak goriilmemelidir.
Bu stresin yani sira kuraklik, UV ve agir metal iyon
etkileri de bitkinin yasaminin stirekliligi icin tehdit
olusturabilmektedir. Bu kapsamda {iilkemiz igin
onemli bir bitki olan A. orientalis’in antioksidan en-
zimleri tizerine yukarida bahsedilen cesitli stress fak-
torlerinin etkisi grubumuz tarafindan c¢alisilmaya
devam edilmektedir.
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