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OZET

SELENYUMUN Arabidopsis thaliana> NIN FOTOSENTEZ VE
ANTIOKSIDAN SAVUNMA SIiSTEMi UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

DUNDAR, Goniil

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Ismail TURKAN
Eylil 2015, 61 sayfa

Bitkiler soguk, kuraklik, asir1 151k, su, tuz ve agir metaller gibi cesitli
abiyotik stres kosullarina morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
olmak iizere c¢esitli adaptasyon mekanizmalar gelistirerek dayaniklilik
gostermeye ve bu stresi savusturmaya calismaktadir. Yapilan birgok calismada,
reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) regiilasyonu ve antioksidanlar, agir metallerin
(HM) alimi1 ve translokasyonu, agir metal tiirlerindeki degisiklikler ve sonucunda
hiicre membran1 ve kloroplast yapisinin yeniden insasi, fotosentetik sistemin
onarilmasi gibi ¢esitli mekanizmalarda Selenyum’ un rol oynadigi isaret edilmistir.
Ancak optimal dozun ayarlanmasi, etkinin pozitif veya negatif yonde olmasi

acisindan biiyiik 6nem teskil eder.

Selenyumun diisiik konsantrasyonlarda bitki biiylimesini tesvik ederken,
yiiksek konsantrasyonlarda pro-oksidan olarak davranir ve bitkide oksidatif hasara
sebep olur. Bu bilgiler 1s18inda Selenyumun Arabidopsis thaliana’ nin fotosentez
ve antioksidan savunma sistemi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Materyal olarak
yabani tiir Arabidopsis thaliana Col. kullanilmistir. Sterilizasyonu gergeklestirilen
tohumlar hidroponik kiiltlir ortamina ekilmistir. On iki giinliik bitkilere selenat ve
selenit uygulanmasinin ardindan bitkilerin hasati gerceklestirilmistir. Hasat edilen
bitkilerin siirglinlerindeki ROS (H202 ve O2") miktarlar1 belirlenmistir. Ayrica
antioksidan enzimlerin [siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz
(POX), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR)] aktiviteleri
spektrofotometrik yontemlerle belirlenmis, ayrica CO2 asimilasyonu, PSI- PSII
etkinligi tayinleri gergeklestirilmistir. Selenyum uygulanan Arabidopsis thaliana
Col. bitkilerinin SOD, CAT, POX ve APX antioksidant enzim aktivilerinin farkl
dozajlardaki selenat ve selenit uygulamasiyla belirgin oranda degistigi
belirlenmistir. Benzer etki her grubunun hiicre membran lipidlerindeki

peroksidasyonda da gozlenmistir. Bu c¢alismayla selenyuma maruz birakilan
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bitkilerin fotosentez mekanizmasinda sebep oldugu degisimler ve ROS seviyeleri

ve antioksidan savunma sistemi lizerine selenyumun etkileri ortaya konmustur.

Anahtar Sozciikler: Arabidopsis thaliana, Selenyum, Selenat, Selenit,
Antioksidan savunma metabolizmasi, Fotosentez.
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ABSTRACT

Investigation of Selenium effects on Arabidopsis thaliana’ s Photosynthesis
and Antioxidant Defence System

DUNDAR, Goniil

MSc in Biology
Supervisor:Prof. Dr. ismail TURKAN
September 2015, 61 pages

Plants exhibit various adaptation mechanisms in morphological,
physiological, biochemical and molecular levels to cope with abiotic stress
conditions such as cold, drought, excessive light, water, salt and heavy metals. In
several studies it was indicated that Se plays roles in the reactive oksigen species
(ROS) and antioxidants regulation, uptake and translocation of heavy metals,
changing the heavy metal species which result in reconstruction of cell membrane
and chloroplast structure and maintenance of photosynthetic system. However it is
important to determine the optimum Se dosage because it can affect plants both
positively and negatively in a dosage dependent manner.

Whilst Se promotes the plant growth at low concentrations, at high
concentrations it acts as a pro-oxidant and can cause oxidative damage to the plant.
In light of this knowledge, effects of selenium on antioxidant defense system and
photosynthesis was investigated in Arabidopsis thaliana. Wild type Arabidopsis
thaliana Col. seeds were surface sterilized and were grown under hydroponic
conditions. 15-day-old seedlings are treated with selenate and selenite for seven
days and they were harvested. The amount of ROS (H20; ve O,™) was assayed
from harvested plants. Further, antioxidant enzymes (superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidase (POX), ascorbat peroxidase (APX) ve glutathione
reductase (GR)) activity and CO- asimilation, PSI- PSII efficiency assays were
carried out. Selenate and selenite treated Arabidopsis thaliana Col. plants
exhibited different SOD, CAT, POX and APX antioxidant activity in the different
dosages. Similar effects also observed on the cell membrane lipid peroxidation in
all groups. To sum up, in this thesis the effects of selenium on photosynthesis
mechanism and antioxidant defense system was performed.



Keywords; Arabidopsis thaliana, Selenium, Selenate, Selenite, Antioxidant
metabolism, Photosynthesis.
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1. GIRIS

Selenyum (Se) kimyasal olarak Siilfiir (S) ile benzerlik gésteren, hayvanlar,
insanlar ve bir ¢ok diger canli icin esansiyel olan bir mikroelementtir (Fu et al.
2002). Normal kosullarda toprakta diisiik seviyelerde bulunurken, selenifer
denilen topraklarda 100 mg.kg™ diizeylerine kadar cikabilir (Beath et al. 1939a, b).
Hala aksi ispatlanmasa da yiiksek bitkilerin evrimsel siire¢ sirasinda selenyum
metabolizmasini kaybettigi diistiniilmektedir (Zhang ve Gladyshev 2009) ancak
yine de diisiik diizeylerde bitki biiylimesini uyardigi gézlenmistir (Pilon-Smits
2009). Yani esansiyel olmasa da selenyumun yiiksek bitkilere uygulanmasinin
faydali oldugu goriilmiistiir. Canlilarda selenyumun 6nem teskil etmesinin baslica
nedeni selenoprotein adi verilen selenosistein (SeCys) ve selenometiyonin
(SeMet) yapilarin aktif kisimlarinda yer almasidir (Zhang ve Gladyshev 2009).
Genelde yapilarinda SeCys ve SeMet iceren glutatyon peroksidaz ve thioredoksin
rediiktaz gibi proteinler serbest redikallerin siipiiriilmesini i¢eren ¢esitli redoks

fonksiyonlarina sahiptirler.

Selenyumun, bitkiler i¢in faydali oldugu ancak 1957 yilinda kesfedilmistir.
Ve o zamana kadar toksik element olarak degerlendirilmistir (Schwarz and Foltz,
1957). Esansiyel element olusunun kesfedilmesinin ardindan bir ¢ok iilkede
beslenmede selenyum eksikliginin yaygin problem oldugu ve bu eksikligin direkt
olarak insan saglig1 ve 40’ dan fazla hastalikla baglantili oldugu bulunmustur.
(Tapiero et al., 2003; Cox and Bastiaans, 2007). Ayrica, bitkilerde sogukluk,
kuraklik, asir1 151k, su, tuz ve agir metaller gibi cesitli abiyotik stres kosullarinda
indiiklendigi gosterilmistir. Fakat stres kosullar1 altinda birbiriyle iligkili olan
mekanizmalar hala aydinlatilamamistir. Yapilan bir ¢ok ¢alismada, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) regiilasyonu ve antioksidanlar, agir metallerin (HM) alim1 ve
translokasyonu, agir metal tiirlerindeki degisiklikler sonucunda hiicre membrani
ve kloroplast yapisinin yeniden insasi, fotosentetik sistemin onarilmasi gibi ¢esitli
mekanizmalarda selenyumun rol oynadig isaret edilmistir. Ancak optimal dozun
ayarlanmas1 mekanizmalardaki roliin pozitif ve ya negatif yonde olmasi
baglaminda biiyilk 6nem teskil etmektedir. Bitkiye diisiik konsantrasyonda
selenyum uygulamasi biliylimeyi ve c¢evresel stres etkilerinin azaltilmasini
uyarirken, yiiksek konsantrasyonlarda pro-oksidan olarak davranmasina ve bitkide
hasara sebep olur.

Selenyumun canlidaki yararli ve toksik doz araligi oldukga dardir ve
selenyum eksikligi ile toksisitesinin her ikisi de diinya genelinde yaygin bir



problemdir. Selenyum eksikligi, yani toprakta selenyum diizeyinin az oldugu
alanlar, Avrupa, Cin, Kuzey Amerika, Avustralya, Yeni Zellanda ve Kuzey Afrika’
da goriilmektedir (Sors et al. 2005). Selenyum toksisitesine ise, topraktaki dogal
selenyum seviyesinin olduk¢a yiiksek oldugu alanlar, Cin, Hindistan ve ABD gibi
iilkelerde sik karsilasilmaktadir. Buyiizden, selenyuma karsi bitkilerin verdigi
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tepkilerin anlasilmasi ve stres kosullarinda
kiiltiir bitkilerinin performanslarinin kararli hale getirilmesi, gelecekte besin

giivenliginin saglanmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Se uygulanmis bitkilerle yapilan c¢alismalar da, ryegrass (cali otu)
(Hartikainen et al.200) , marul (Xue et al. 2001) ve soya fasulyesi (Djanaguiraman
et al. 2005), Se antioksidatif etkisi gelismis, GSH-Px, SOD aktivitesi ve azaltilmig
lipit peroksidasyonu ile iliskili bulunmustur.

Uzun wyillardir calisilmasina ragmen stres yanitlarima olan etkinligi ve
mekanizmasi1 aydinlatilamadigindan bu c¢alismada Selenyum’ un Arabidopsis
thaliana siirgiinlerinde, fotosentez ve antioksidan savunma sistemi tizerine etkileri

arastirilacaktir.

1.1 Selenyum

Selenyum normal kosullarda 0.01-2 ppm arasinda degisen oranlarda toprakta
bulunan iz elementlerden biridir. Agirlikli olarak selenat, selenit ve organik

selenyum bilesenleri formunda bulunmaktadir.

Dogada bulunan iz element selenyum, bitkilerin alabilecegi ana form olan, selanat
(+6) ve selenit (+4) isminde iki inorganik oksidize forma sahiptir. Sodyum selenat,
kat1 halde bulunan, 188.94 g/mol molekiil agirligina sahip ve suda ¢oziinebilir
olan selenyum formudur ( Mackison et al., 1981). Selenyumun oksidasyon
seviyesinin en yiliksek oldugu (+6) form oldugundan alkalik ve diger oksidize
kosullar altinda stabilitesini koruyabilmektedir. Ayn1 zamanda bazik sularda en

yaygin bulunan formdur.



Sekil 1.1 Selenatin kimyasal yapisi

Sodyum selenit de yine kati1 halde bulunan, 172.9 g/mol molekiiler agirliga sahip
ve suda c¢ozilebilir formdadir ( Mackison et al., 1981) . +4 oksidasyon

seviyesinde ve dogal olarak ortaya ¢ikmaktadir.

O
~Se
O O

Sekil 1.2 Selenitin kimyasal yapis1

Inorganik selenyum formlar1 bitkilerdeki absorbsiyon ve mobilite 6zelliklerine
gore farklilagir; selenat siirglinlere daha kolay tasinirken, selenit daha ¢ok bitki
koklerinde birikme egilimi gosterir (Zhang et al. 2003). Bu yiizden bazi
biofortifikasyon programlarinda selenat daha fazla tercih edilmektedir (Rios et al.
2008).

Bitkiler dogal kosullar altinda sergiledikleri absorbans kapasitelerindeki
farkliliklara gore

Q) Genelde 25 pg Se/g (DW) daha az igerenler “Non-akiimiilator”

(i)  25ile 1000 pg Se/g (DW) arasinda asimile edebilenler “Indikator”

(ili)  Birkag bin Se/g (DW) konsantrasyonlarini biriktirebilen “Akiimiilator”
olarak siniflandirilmistir ( Broadley et al. 2006; Brown and Shrift 1982; White et
al. 2004)

Se gibi agir mikro elementin bitkilerdeki artisinin  diger bir ¢ok
mikronutrientdeki gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artigina sebep oldugui

belirlenmistir. Hiicrede reaktif oksijen tiirleri olusumu su asamalarda gerceklesir;



dis orbitallerinde paylasilmamis iki elektron iceren Oz molekiilii serbest radikaldir
ve farkli orbitallerdeki elektronlarin spinleri de ayni yonde bulunmaktadir. Bu
spin yetersizliginden dolay1 O tek seferde sadece bir elektron kabul edebilir ve
sonucunda hiicreler icin toksik ozellikteki reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusur.
ROS molekiilleri ayrica kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi farkli hiicresel
kisimlarin gesitli metabolik yolaklarinda yan iiriin olarak siirekli olugsmaktadir (del
Rio et al., 2006; Navrot et al., 2007). Fotosentez esnasinda kloroplastlarda agiga
cikan oksijenin fotosistemlerde tasinan elektronlari kabul etmesi neticesinde
stiperoksit radikalleri (O2™") olusabilir. Hiicre denge kosullarinda ROS molekiilleri
cesitli antioksidan savunma mekanizmalar1 tarafindan siipiiriilmektedir (Foyer and
Noctor, 2005). ROS baslica siiperoksit anyonu (O27), hidrojen peroksit (H20>),
serbest hidroksil radikali (OH), singlet oksijen (*O2), metil radikali (CHs3) ve lipit
peroksidasyon serbest radikallerinden (LOO' , ROO) olusmaktadir. ROS
olusumundan sonra kendiliginden ve ya enzim-iligkili (SOD) olarak O27* nin
H20.’ ye dismutasyonu veya sonradan H>O: ile birlikte hidroksil radikallerini
(OH.) olusturacak olan Fe®* (ya da Cu 2*)’ ten Fe?" (Cu *) olusum reaksiyonu
bitkideki bir seri elektron transfer prosesiyle birlikte indiiklenir. Bu radikaller
yiksek oranda aktiftir ve hiice membranimi etkiler Ayrica proteinlerin,
karbohidratlarin, lipidlerin ve DNA’nin hasarina yol agarak hiicre 6liimlerine
neden olmaktadirlar. ROS molekiilleri niikleik asitlerin zarar gormesine,
proteinlerin oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna yol agmasi bir¢ok hiicresel
fonksiyonu etkileyebilir (Foyer and Noctor, 2005). ROS molekiillerinin zarar
verici veya koruyucu ya da sinyal faktorleri olarak davranmalari, ROS iiretimi ile
stiplirimii arasinda saglanan hassas dengeye bagli olmaktadir (Gratao et al., 2005).
Hiicredeki dengenin bozulmasi neticesinde artan ROS iiretimi bitkiler i¢in tehlike
arz etmesinin yani sira, stres-yanit ve savunma yolaklarinin aktivasyonunu
saglayan bir sinyal molekiil olarak da islev gérmektedir (Mittler., 2002). Diisiik
miktarlarda bulunan ROS molekiilleri savunma genlerini ve adaptif yanitlari
indiiklerken, yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicre oliimleri baslamaktadir. Bu
sebeple hiicrede ROS seviyeleri siki bir sekilde denetlenmelidir. Stres faktorleri
tarafindan uyartlan ROS birikimi siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPX), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon—S— transferaz (GST) ve
katalaz (CAT) gibi cesitli siipliriiciilerin gorev aldig1 enzimatik antioksidan sistem
ve askorbat (ASH), indirgenmis glutatyon (GSH), a-tokoferoller, karotenoidler ve
flavonoidler gibi enzimatik olmayan diisiik molekiiler metabolitler tarafindan
engellenmektedir (Mittler et al., 2004; Gill et al., 2011). Bahsedilen tim bu
antioksidanlar neredeyse tiim hiicresel bdlmelerde mevcuttur ve bu da hiicrenin

hayatta kalabilmesi agisindan ROS detoksifikasyonunun &neminin ¢ok biiyiik



oldugunu gosterir niteliktedir (Gill et al., 2011). Normal biiyiime kosullar1 altinda
peroksizom, mitokondri ve kloroplast gibi organellerde diisiik seviyelerde iiretilen

ROS’un stres boyunca tiretim hiz1 6nemli 6l¢iide artar (Miller, 2009).

ROS toksisitesi bitkilerde detoksifikasyon mekanizmalarinin varligini
ortaya koymustur. Bununla beraber gelismeyi ve fizyolojik cevaplari
diizenlemede ROS’un sinyal olarak gorev yaptiklar1 bilinmektedir Asir1 tiretimleri
ise hiicresel bilesenlere ve zarlara zarar vermektedir. ROS olusumu ve
nétralizasyonu arasindaki iyi ayarlanmis denge ile biyomolekiillerin stresten
etkilenmeleri minimumda kalabilir. ROS’ larin uzaklastirilmasi  i¢in
antioksidantsistemler kullanilmakta, ancak oksidanlarin asirt olusumuna bagh

olarak denge bozuldugundan oksidatif stres meydana gelmektedir (Smirnoff,
1998, Mittler et al., 2011).

ROS veya oksidatif stres iiriinleri ile proteinlerin kovalent modifikasyonu
sonucu protein oksidasyonu meydana gelir. Proteinler, hiicrede okside
molekiillerin %68’ini olusturarak, ROS’un hiicredeki en biiylik hedefi olarak
goriilmektedir. ROS tarafindan protein oksidasyonunun prensipleri, hidroksil
radikalinin ('OH), siiperoksit anyonunun (O2" ) veya bunlarin karisimi ile
iyonize radyasyona maruz birakilmis proteinlerde olusan reaksiyon {iriinlerinin
karakterizasyonu bilim adamlar tarafindan gosterilmeye calisilmistir (Schuessler
and Schilling, 1984). Bu ¢alismalarin sonucu olarak, protein modifikasyonu, ‘'OH
radikalinin reaksiyonlariyla basladigi belirlenmistir. Ancak oksidasyon prosesinin
devami, Oz ve O2" ’nin katilimiyla ve stiperoksit radikalinin protonlanmis formu
olan OH>"(Perhidroksil radikali) katkisiyla da gergeklesir. Sonug olarak ROS’lar
proteinlerdeki aminoasit yan zincirlerinin oksidasyonuna yol agarken, protein-
protein capraz baglari1 olusur, protein fragmantasyonuna yol acan proteinlerin
oksidasyonuna sebep olurlar. Doymamis bag ve siilfiir iceren aminoasitlerin
serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metionin, sistein gibi elektronca zengin aminoasitlere sahip proteinler
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Protein karbonil gibi belirtegler in vivo
protein oksidasyonu derecesini gosteren araglar olarak kullanilmaktadir. Protein
karbonil olusumuna yol agan sekonder modifikasyon reaksiyonlari; proteinlerin
karbonhidrat ve lipit oksidasyon iiriinleriyle olan reaksiyonlarini icermektedir.
Lipit peroksidasyonu sirasinda olusan aldehitler (4-hidroksi-2-nonenal,
malondialdehit), indirgen sekerler veya bu sekerlerin oksidasyon {iriinlerinin

proteinlerdeki lizin ile reaksiyonu sonucu olusan reaktif karbonil tiirevleri



(ketoaminler, ketoal-dehitler, deoksiozonlar) protein yapisina karbonil gruplarinin
katilmasina yol agar (Berlett and Stadtman, 1997).

Oksidatif protein hasar1 sonucunda, agregasyon ile fragmantasyonda artis ve
proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilariin degisiklikleri ile proteolize yatkinlik
ve protein fonksiyonlarinin kaybi s6z konusu olabilmektedir (Stadtman and
Levine, 2000).

Oksidatif stres hiicresel bir cevaptir bu cevap sadece modifiye proteinlerin
birikimine neden olan pasif bir cevap degildir. Protein seviyelerindeki degisim;
post-translasyonel modifikasyonlarin kontrolii ve proteinlerin oksidatif hasari

sonucu, karmasik hiicresel cevaplari igerir (Rabilloud et al., 2005).

Daha once piring (Oryza sativa L.) ile yapilmig proteomik bir ¢alismada,
diistik konsantrasyondaki selenyumun fotosentezi arttirdig1 gozlenmistir. Sorghum
(stiptirge daris1) ile yapilan bir ¢alisma da ise, fotosentez , stomal iletkenlik ve
transpirasyon oraninda artma gézlenmistir (Djanaguiraman et al., 2010). Strese
maruz kalmig bitkilerdeki bu degisimin sebebi Se uygulanisinin hemen ardindan
azalan ROS seviyeleri, antioksidanlarin reaktivasyonu, hasarli kloroplast
yapilarinin onarimi ve GSH ve SH-benzeri maddeler gibi vital metabolit
iiretiminin artis1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak asir1 Se bitkilerde fotosentez

mekanizmasina zarar verebilir.

1.2. Se Optimal Dozajlarda ROS Seviyesini Diisiiriir

Se dolayli ve ya direk olarak antioksidanlar1 regiile ederek, ROS’ larin iiretimini
ve siipiiriilmesini kontrol edebilir. Bitki hiicrelerinde, normal kosullar altinda ROS
miktar1 diisiik seviyelerde tutulur, drnegin kloroplastlarda 240 uM s O>” ve 0.5
uM H>0: diizeylerinden asagida tutulmaya calisilir. Fakat stres durumlarina yanit
olarak 240-270 pM s O,” ve 5-15 uM H20; diizeylerine kadar artar (Mittler,
2002). Cesitli ¢evresel streslere maruz kalmis bitkilere iz miktarda Se uygulamasi
ile agir1 ROS iretimi indirgenebilmektedir. Cartes ve ark (2010) karagayir bitki
kokleriyle yaptiklar: galismalarinda Al tarafindan indiiklenmis oksidatif stresin
Oz ‘in H207 ¢ ye dismutasyonunun selenit yardimiyla hizlandirilmasi sonucu
ortadan kaldirildigr gézlemlemislerdir. Mroczek-Zdyrska ve Wojcik (2011)
diistik dozajlarda selenyumun (1.5 uM Na»SeOs), Pb stresine maruz kalmis Vicia



faba koklerindeki O seviyesini disiirdiigiinii gérmiislerdir. Cd stresi altindaki
kirmizi deniz alginde 50 puM Se(Na2SeOsz) uygulamasinin ROS birikimini
onlemesiyle toksisitenin azaltildigr gozlemlenmistir (Kumar ve ark., 2012). Se
uygulanmasinin ardindan ROS seviyelerinin azaltildig1 bu ve buna benzerbir ¢ok
deneme de ortaya konmustur. Uygun dozajlarda Se uygulanmasinin ardindan Oz~
seviyesinin azalmasi ile ilgili ortaya ii¢ muhtemel mekanizma siiriilmistiir.
Bunlardan ilki, SOD enziminin yardimi olmadan Oz ‘ nin H207’ ye kendiliginden
dismutasyonu (Hartikainenve ark., 2000; Cartes ve ark., 2010), ikinci olarak Se
bilesenleri tarafindan direk olarak O2” ve OH" 1n siipiiriilmesi (Xue ve ark., 1993)
ve son olarak da antioksidan enzimlerinin regiilasyonudur. Ancak, Xue ve ark.,
1993 in vitro denemelerinde Se bielesenleri tarafindan H202‘ in dogrudan
stiiptiriilemedigi fakat serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonunun
elemine edilebildigini godzlemlemislerdir. Yukarida bahsedildigi gibi baska
aragtirmacilar tarafindan diisiik dozajlardaki selenyumun stres altinda olmayan
kolza fidelerinde (Filek ve ark., 2008) ve deniz kirmizi alginde (Kumar ve ark.,
2012) HO2 seviyesini indirgemede kisitli etkiye sahip olduklari bulunmustur.
flging bir bigimde denemelerde bitkiler strese mazur birakilmissa, H2O; seviyesi
uygun Se dozajinin uygulanmasinin ardindan belirgin bir bi¢imde azaltilmistir. Bu
durumun muhtemelen antioksidan enzimlerin, 6zellikle H,O> siipiiriilmesinde yer
alanlar (GSH-Px gibi), yeniden aktivasyonun Se tarafindan uyarilmasi ile

gerceklestirildigi diistiniilmektedir.
1.3 Asir1 Se, ROS birikimini tetikler

Simdiye kadar yapilmis olan ¢alismalarda Se’ nin bitkilerdeki rolii tam olarak
aydinlatilmamasina ragmen (Tamaoki ve ark., 2008; Freeman ve ark., 2010;
Mroczek-Zdyrska ve Mojcik.,2011), asir1 Se uygulamasinin bitkilerde siddetli
ROS birikimine sebep oldugu rapor edilmistir. Yiiksek dozajlarda Se ardindan
ROS iiretimindeki artisin kismen GSH, tiyoller (-SH), ferrodoksinler (Fdreq) Ve ya
NADPH gibi Se’ nin asimilasyonunda yer alan bilesenlerin seviyelerindeki
dengesizliklerden kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Eger bu maddeler Se
asimilasyonu ve ROS soOndiiriilmesine yetecek miktarlarda degillerse, Se
ilavesinin ROS yanmasina ve bitki biiylimesinin inhibisyonuna sebep olabilir.
Ornegin, 50 uM Pb stresine maruz birakilmis Vicia faba koklerine 1.5 uM Se

eklenmesinin hiicre iletkenligini ve total —SH igerigini arttirdigi gozlemlenmistir



(Mroczek-Zdyrska ve Wojcik, 2011). Se’ ye karsi verilen yanitlar, uygulanan
selenyum formuna da bagl olarak degisebilmektedir. Paciolla ve ark., (2011)
selenit uygulanmis Senecio scandens L. yaprak disklerinde belirgin olarak H20-
artis1 ile karsilagirken, aynt dozda selenat uygulandiginda hicbir artig
gozlemlenmemistir. Farkli Se formlarma verilen bu farkli ROS yanitlarinin
kaynagi, Se indirgenme basamagindaki sinirlamalarla agiklanabilir. Selenata
maruz kalan bitkilerde (Brassica oleracea avr. Botrytis L., Brassica juncea L.,
Beta vulgaris L. ve Oryza sativa L.) Se alindiktan sonra bitkinin yukari
kisimlarina transfer edildigi ve selenat formunda muhafaza edildigi bildirilmistir.
Ancak selenit uygulandiginda, alinan Se genel olarak koklerde biriktirilir ve L-
selenometiyonin (SeMet) ya da SeMet benzeri tilirlere doniisriiriiliir (Zayed ve ark.,
1998). Selenitin, SeMet benzeri tiirlere donlisiimii igin yiiksek bir indirgeyici

potansiyele ihtiya¢ vardir, bu da ROS sondiiriilmesinde aksakliklara sebep olur.
1.4 ROS indirgenmesinde antioksidan yamitlar
1.4.1 GSH-Px enzimi

Stres altindaki bitkilere Se uygulandiktan sonra antioksidan seviyesi veya
aktivitesini degistirerek ROS diizeyi regiile edilir. Bitkilerde, GSH-Px giiclii bir
H>O> ve lipithidroperoksit siipiiriiclisidiir. Bu islemi GSH yardimiyla
gerceklestirir. GSH-Px’ in ¢esitli cevresel streslere maruz kalmis bitkilerde Se
uygulanmasinin ardindan kapsamli ve gii¢lii bir sekilde aktive edilmesi sebebiyle
anahtar enzim olabilecegine inanilmaktadir. Chlamydomonas hiicrelerinde Se
yoklugunda, ortamdaki H2O; ‘in APX ve CAT enzimleri tarafindan sondiirtildiigi,
ancak Se varliginda bu gorevi Oncelikli olarak GSH-Px’ in {istlendigi goriilmiistiir
(Takeda ve ark., 1997). Hartikainen ve ark. (2000) degisik seviyelerde Se’ ye
maruz birakilan geng ve olgun Ryegrass fidelerinin GSH-Px aktivitelerinde
belirgin bir artis oldugunu rapor etmislerdir. GSH-Px enziminin ¢esitli streslere
maruz kalan ve Se uygulanmis bircok bitkide de, Cd stresi altindaki kanola
fideleri (Filek ve ark., 2008), tuz stresindeki (Hasanuzzaman ve ark., 2011) ve
kuraklik stresindeki (Hasanuzzaman ve Fujita, 2011), Cd stresi altindaki kirmizi
deniz algi (Kumar ve ark., 2012), Pb stresi altindaki Vicia faba L. koklerinde
(Mroczek-Zdyrska ve Wojcik, 2011), senesensli marul (Xue ve ark., 2001) ve

soya fasulyesinde (Djanaguiraman ve ark., 2005), desikasyon stresli giimiis



akcaagac tohumlarinda (Pukacka ve ark., 2011) ve yiiksek sicaklik stresi altindaki
stiptirge daris1 tanelerinde (Djanaguiraman ve ark., 2010), GSH-Px aktivasyonu
gbézlemlenmistir. Se varligina yanit olarak GSH-Px enzim aktivitesindeki artigin
bitkilerdeki oksidatif strese yanitta bu enzimin 6zel bir role sahip oldugunu isaret

eder.
1.4.2 SOD Enzimi

Cevresel stres altindaki bitkilere Se uygulamasinin ardindan meydana gelen SOD
yanitlar1 oldukg¢a karmasiktir. Literatiir taramasinin sonucunda olusturulan bilgiler
1s181inda Se uygulamasindan sonra SOD enzimi aktivitesini baglica ti¢ faktdriin

etkiledigi diisiiniilmektedir.

Birinci faktor stresin diizeyidir. Diislik stres diizeylerinde, bitki antioksidatif
kapasitesi normal biiylimeyi tesvik edecek sekilde olmalidir. ROS firetimi ve
sondiiriilmesi antioksidanlar tarafindan iyi kontrol edilebilmeli, bu sayede singlet
oksijenin kendiliginden indigenir ve daha az SOD ihtiyact olusur (Hartikainen ve
ark., 2000). Ancak siddetli strese maruz kalan bitkilerde yiiksek diizeyde ROS
olusumu gozlenir ve SOD aktivitesine ihtiya¢ duyulur. Hartikainen ve ark. (2000)
kara caywr bitkileriyle yaptiklar1 bir calismada Se ilavesinin ardindan geng
olanlarda azalmis, yashi olanlarda (senesens stresi) ise artmis SOD enzim
aktivitesiyle karsilagsmiglardir. Benzer sonuglar Xue ve ark. (2001) marul ile
yaptiklar1 denemede de gozlenmistir. Birgok yazar, Al stresi altindaki kara ¢ayir
bitkileri (Cartes ve ark., 2010), 1s1k stresindeki patates (Seppanen ve ark., 2003),
Se stresindeki Pteris vittata L. (Feng ve Wei, 2012), senesens stresindeki soya
fasulyesi (Djanaguiraman ve ark., 2005), UV-B stresindeki bugday fideleri (Yao
ve ark., 2010ab), su kitlig: stresindeki Trifolium repens L. (Wang, 2011), Cd stresi
altindaki deniz kirmizi algi (Kumar ve ark., 2012) ve As- stresi altindaki mas
fasulyesi (Malik ve ark., 2012) ve yiiksek sicaklik stresi altindaki siipiirge darisi
taneleri (Djanaguiraman ve ark., 2010) gibi ¢esitli streslere maruz kalmis bitkilere

Se ilavesinin ardindan SOD aktivitesinde artmis gézlemlemislerdir.

Selenyuma maruz birakilmig bitkilerdeki SOD aktivitesini etkileyen ikinci faktor
ise uygulanan Se dozajidir. Ornegin, Cartes ve ark. (2010) kara cayir bitkisi ile
yaptiklart  denemede 0.2 mM Al maruz birakilan bitkilere 2uM
konsantrasyonunda uygulanan Se sonucunda SOD aktivitelerinin belirgin oranda
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azaldigii, 10 puM Se uygulandiginda ise belirgin olarak arttigim
gozlemlemislerdir. Bu artisin Se’ nin yarattigi toksisite sonucu asir1 Oz~
olusumundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Feng ve Wei (2012) Se
akiimiilatorii Pteris vittata L. ile yaptig1 bir ¢alismada diisiik Se diizeylerinde (< 2
mg L) SOD aktivitesinin inhibe edildigini, yiiksek Se diizeylerinde (> 5 mg L)

ise arttigin1 gostermislerdir.

Son olarak, SOD enzimi kofaktorlerinin (Fe, Mn, Cu ve Zn)
konsantrasyonlarindaki degisimlerden dolay: farkli yanitlar ortaya ¢ikar. Ornegin
151k stresine maruz kalmis patates bitkilerinde, 0.3 mg Se L™ (H.SeQs) ilavesinin
ardindan kloroplastlardaki CuZn-SOD transkript yiiksek oranda ifade edilirken,
mitokondrideki Mn-SOD transkript seviyelerinde belirgin bir degisim gézlenmez
(Seppanen ve ark., 2003).

1.4.3 Diger antioksidanlar

Bitkilerdeki ¢evresel stresin yol acgtigl zararlar azaltmak i¢in Se kullanildiginda
GSH-Px ve SOD enzimine ilaveten CAT, POD, GR, GPX ve APX antioksidan
enzimleri ve AsA ve tokoferol gibi diisikk molekiiler agirlikli bilesikler de gorev
alir. Bu antioksidanlar biiyiilk oranda H20,’ nin siipiiriilmesinden sorumludur.
Cogunlukla peroksizomlarda lokalize olan CAT enziminin asirt ROS’ un ortadan
kaldirilmasindan sorumlu oldugu diisiiniir iken, APX’ in ROS ince modiilasyonu
icin gerekli sinyal maddesi olarak fonksiyon aldigina inanilir (Mittler, 2002).
Stres altindaki bitkilerde, Se’ nin Ozellikle bu iki enzimi, 6zellikle de CAT,
yeniden etkinlestirdigi gozlemlenmistir (Yao ve ark., 2009; Djanaguiraman ve
ark., 2010; Yao ve ark., 2010ab; Hasanuzzaman ve ark., 2011; Yao ve ark., 2011;
Malik ve ark., 2012). Bu yiizden bu iki enzimin aktivitelerindeki artisin, asirt ROS

ile iligkili oldugunu s6ylemek yanlis olmayacaktir.

H>O2 ve O2” diger reaktif oksijen tiirlerine kiyasla daha az toksiktir, esasen
bunlarin metal bagimli Haber-Weiss ya da Fenton reaksiyonlariyla yiiksek
diizeyde reaktif olan OH' iiretmeleri tehlike arz etmektedir. OH' herhangi bir
biyolojik molekiille reaksiyona girebilme potansiyeli yliziinden en giiglii
oksitleyici tiirdiir (Mittler, 2002). Ancak simdiye kadar Se uygulanmasinin
ardindan OH: seviyelerindeki degisim ile ilgili bir bilgi mevcut degildir. Asir1 OH

tiretimini engellemek i¢in denge durumundaki H2O, ve Oz diizeylerini korumak
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gereklidir. Bunu saglamak i¢in de, bitkilerdeki SOD ve APX ya da CAT

aktiviteleri arasindaki dengeyi saglamak oldukg¢a 6nemlidir.

Yiiksek diizeydeki ROS’ un siipiiriilmesinde AsA ve GSH’ 1n yiiksek indirgeyici
gliciinii siirdiirmek gerekmektedir (Mittler, 2002). Bunun igin yiiksek seviyede
GR, monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR) ve NADPH gereklidir (Mittler, 2002). Ciinkii organik Se iiretiminde
gerekli olan GSH igerigini arttirabilir, dolayisiyla AsA, GR, MDHAR, DHAR

seviyelerinde de artis beklenir.
1.5 S, GSH ve diger siilfidril bilesenlerinin hayati rollleri

Daha once yapilan ¢alismalarda GSH’ in Selenosistein (SeCys), Selenometiyonin
(SeMet) ve Se-igeren proteinleri olusturmak igin dogrudan Se ile reaksiyona
girdigi yaymlanmistir (Terry et al., 2000). ROS, siilfhidril gruplar1 (GSH gibi)
tarafindan gerceklestirilen selenit indirgenme prosesi boyunca olusturulur.
Akiimiilator olmayan bitkilerde, Se-igeren proteinleri olusturabilmek i¢in Se ile
S substitiisyonu, Se toksisitesindeki temel mekanizmalardandir (Terry ve ark.,
2000). Plazma membraninda bulunan siilfat transporterlarindan alinimda selenat
ve siilfat arasindaki rekabet yliziinden, siilfat genellikle selenat aliniminda
antagonistik davranis sergiler. Buna dayanarak pratikte siilfatin asir1 selenatin
meydana getirdigi toksisiteyi zayiflatmasi beklenir. Bazen, bitkideki S
konsantrasyonu, Se seviyelerinin arttirilmasi ile yiikseltilebilmektedir (Zhang ve
ark., 2007; Tamaoki ve ark., 2008; Freeman ve ark., 2010).

Bu yiizden, stres altinda olan bitkilere, Se ilave edilirse, Se asimilasyonunda
ihtiyact karsilamak ve ROS sondiiriilmesini gerceklestirmek icin, daha fazla GSH
ve ya non-protein tiyolleri sentezlemek gerekeceginden, S miktarinin
arttirilmasina ihtiya¢ duyulur. Birgok ¢alismanin sonuglar1 da dolayli yollardan bu
kaniyr destekler. Kumar ve ark., 2012; Hasanuzzaman ve ark., 2011;
Hasanuzzaman ve Fujita, 2011; Malik ve ark., 2012 gibi arastirmacilarin
yaptiklar cesitli caligmalarda, stres altindaki bitki tiirlerinde Se uygulamasinin
ardindan GSH, non-protein tiyolleri, metallotiyonin, fitoselatin ve tiyollerin
miktarlarinda artis gozlemlemislerdir. Ancak bazi durumlarda da, Se ilavesinin
ardindan S alimimmin inhibe edildigi goriilmiistiir. Ornegin Zembala ve ark.

(2010) kolza fidelerine normal kosullar altinda 2 uM Se (Na»SeQOgs) ilavesinden
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sonra S almmmimn arttigimni, fakat Cd stresine maruz birakildiktan sonra
uygulandiginda hem S hem de Cd oranmn azaldigim1 gérmiislerdir. Bluemlein ve
ark (2009) fitoselatinler (PCs) i¢in As ve Se arasindaki rekabetin Thunbergia
alata’ nin hiicresel arseniti detoksifiye edebilme kabiliyetini azalttigin
sOylemislerdir. Ayrica serbest tiyol (—SH) ve fitoselatin miktarlarinin yeterli
olmadig1 durumlarda Se ilavesinin stresi savusturacagina daha da arttiracagini
iddia etmislerdir. Bu nedenle, Se tarafindan bitkilerdeki hasarin restorasyonunun
onemli derecede S ve tirevleriyle (GSH, -SH, MT (metallotiyonin), ve PCs)
iligkili oldugu sonucu c¢ikarilmigtir. Dahast in vitro denemede, -SH miktarinin
azaldigi durumlarda agirlikli olarak H>O», yiiksek oldugu durumlarda ise Oz~
iretildigi goriilmustir (Kramer ve Ames, 1988). Kumar (2012), Hasanuzzaman
(2011), Malik (2012)’ de yaptiklar1 caligmalarinda benzer sekilde Se
uygulanmasindan sonraki —SH artisinin Oz yanmasiyla paralel oldugunun

sOylemistir.

Tamaoki ve ark., 2008 tarafindan yapilan ¢alismalarda Arabidopsis thaliana’ daki
Se direng mekanizmasi, artmis olan S alinimi ve rediiksiyonu ile iligkili
bulunmustur. Ek olarak, GSH ve diger artmis siilthidril bilesenleri de Se
tolerasinda O6nemli rollere sahiptirler. Freeman ve ark., 2010, Stanleya pinnata
(Brassicaceae)’ da Se toleransinin artmis AsA, GSH, total S miktar1 ve non-
protein —SH ile yakindan iligkili oldugunu ileri slirmiislerdir. Se stresine maruz
kalmig ii¢ bugday genotipinde, kontrol grubundaki bugdaylara gore daha fazla
GSH sentezlenmistir (Labanowska et al., 2012). Bu yiizden stres altindaki bitkiler
GSH, total S, -SH seviyeleri arasindaki dengeyi saglama becerisini kaybederse,

Se ilavesi bu bitkileri daha da kotii etkileyecektir.

2. Bitkilerde Selenyum Alinimi Ve Translokasyonu

Bitkiler topraktan selenyumu kokleri yardimiyla agirlikli olarak selenat, ayrica
selenit ve organik selenyum bilesikleri formunda olarak kolayca almaktadirlar
(Virupaksha et al. 1966; Shrift and Ulrich 1969; Martin et al. 1971; Asher et al.
1977; White et al.2004). Selenyum alinim miktar1 ve hangi formda alinacagi pH
ve siilfat ile fosfat varlig1 gibi rizosfer kosullarinin yaninda toprakta selenyumun

hangi kimyasal formda ve konsantrasyonda bulunmasina da baglidir (Hurd-Karrer
1937; Bell et al. 1992; Blaylock and James 1994; Dhillon and Dhillon 2003).
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Aerobik topraklarda, hem selenat hem de selenit ortamin redoks potansiyeli ve pH’
sina gore baskin form olarak bulunabilir. Termodinamik hesaplamalar alkalin ve
iyl havalandirilmis topraklarda (pe + pH> 15) selanat, pH’ 1 asidikten ndtrale
degisen (7.5 < pe + pH < 15) drenaji yiiksek mineralli topraklarda ise selenit
baskin formda olmas1 gerektigini gostermistir (Elrashidi et al., 1987).

Bitkiler tarafindan selenatin alinim mekanizmasi ¢ok ¢alisilmis konulardan biridir.
Farkl bitki tiirleri siilfat-selenat arasinda farkli segicilik gosterir ve selenat bitki
kokleri tarafindan yiiksek afinite siilfat transporterlartyla alinir (Bell et al., 1992;
Terry et al., 2000; White et al., 2004; Sors et al., 2005). Kok korteks, u¢ ve
lateralinde yliksek oranda ifade edilen, yiiksek afinite transporter genlerinden
AtSultrl;2 geninde lezyonlara sahip Arabidopsis thaliana ile yapilan bir
caligmada selenat, mutantlarin izolasyonunda belirleyici olarak kullanilmistir
(Shibagaki et al., 2002). Bunlarin aksine bitkilerde selenitin alinim
mekanizmasiyla 1ilgili bilinenler olduk¢a azdir. Terry et al. (2000) selenitin
membran transporterlariyla herhangi bir iliskisi olmadigina kanaat getirmistir ve
bitki koklerince pasif dizflizyonla alindigi ileri siiriilmiistiir (Shrift & Ulrich,
1969; Arvy 1993). Ancak yapilan bir ¢ok caligsma da selenitin bitkiler tarafindan
alinim oranmin selenat ile aym1 hatta daha fazla bile olabilecegini gdstermistir
(Arvy, 1993; Hopper & Parker, 1999; Zhang et al., 2003). Ayrica uzun siireli
hidroponik denemelerde fosfat varligiyla bitkiye selenit alinimi bastirilmigtir
(Broyer et al., 1972b; Hopper & Parker, 1999). Bu sonuglar selenit alinimini
sadece basit diflizyonla agiklayabilmek i¢in yeterli degildir.

2.1 Metabolik Siirec

Bitkilerin inorganik selenyum formunu topraktan kokler yardimiyla
almmmini takiben siilfat asimilasyon yolagindaki enzimler yardimiyla organik
form olan selenometiyonin (SeMet), selenosistein (SeCys) ve diger organik S
bilesenlerine doniisiimii gergeklestirilmektedir. Bu islemler hem kokte hem
sirgiinde gergeklestirilebilmektedir. Ancak siirgiinde daha yaygin oldugu
diigiiniiliir. Selenoaminoasitler proteinlerin yapisina rastgele katildiklarinda, Met
ve Cys yer degistirir ve bu proteinlerin fonksiyonlarini kaybetmesine yani
toksisiteye neden olur (Stadtman 1990). Bir ¢ok bitki toksisiteden kaginmak i¢in
SeMet’ i ugucu form olan dimetilselenide (DMSe) metabolize edebilir (Terry et
al., 2000). Bitkilerdeki diger bir potensiyel Se detoksifikasyon mekanizmasi ise
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SeCys’ in elemental Se ve alanine pargalanmasidir (Van Hoewyk etal., 2005).
Ugucu forma doniistiirme (volatilizasyon) ve SeCys indirgenmesinin her ikisi de S
metabolizmasinda yer alan enzimlerin kullanilmasiyla gerceklestirilmektedir
(Sekil 1.3 Terry et al., 2000; Van Hoewyk et al. 2007).

Bitkilerin genel olarak selenyumu gelisiglizel metabolize etmelerine ek
olarak bazi bitkiler Se ve S analoglar1 arasindaki farki ayird edebilmektedir bu
ylizden Se-0zgii metabolizmaya sahip olduklar1 sdylenebilir. Bu bitkiler ¢ok etkili
Se detoksifikasyon mekanizmalarindan olan SeCys’ ini metillenerek metil-SeCys’
e doniisimiinii  spesifik olarak gercgeklestirebilir. Mekanizma sonucu olusan
metil-SeCys proteinlerin yapisina katilamaz (Neuhierl and Bock 1996).
Metilasyon siireci SeCys metil transferaz (SMT) adi verilen enzim tarafindan
gerceklestirilir. Siilfiir seven bitkiler olarak bilinen brokoli (Brassica oleracea
taksonunda SMT enzimi (Lyi et al., 2005), Allium tiirlerinin ¢ogunda ise metil-
SeCys (Ge et al. 1996) bulunmustur. Bu tiirler hiperakiimiilatorler degildir fakat
yiiksek seviyelerde stilfat alabildikleri ve hatirn sayilir diizeyde Se

biriktirebildikleri i¢in bazen Se akiimiilatorleri olarak anilirlar.

Se biriktirenleri diger tiirlerden ayiran genel 6zellikler;

e ~100 kat daha fazla Se miktar1 ve dokularinda yiiksek Se/S oram
(Lauchli 1993)

e Cogu bitki inorganik Se biriktirirken, onlar metil-SeCys ve
selenocystathionine gibi organik formadaki Se’ u
biriktirirler(Anderson 1993)

e Diger bitkilerden farkli olarak Se’u spesifik olarak doku ve
organlara dagitirlar. Biriktirmeyenlere kiyasla Se’ u kokten siirgiine
transloke ederler. Ayni zamanda yasl yapraklardan Se’u geng
yapraklar ve polen, oviil gibi verimli organlara geri tasirlar (Quinn et
al. 20111a,b).

e Hiperakiimiilatorler yapraklardaki selenyumun c¢ogunu Yyaprak
tityleri ve epidermal hiicrelerinin vokuollerinde birktirirler (Freeman
et al. 2006a, 2010).

e Arabidopsis thaliana ve Brassica juncea gibi biriktirmeyen tiirler ise
selenyumunun ¢ogunu selenat formunda vaskiiler demetlerinde
biriktirir. Ayrica selenyumu floral kisimlar yerine yapraklarda
bulundururlar (Van Hoewyk et al. 2005; Freeman et al. 20064;
Quinn et al. 2011a).
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e llging olarak hiperakiimiilatdrlerde Se alinim siilfat tarafindan
inhibe edilmez, bu da selenat transporterlarina sahip olabilecegi
thtimalini isaret eder.

e Hiperakiimiilatorlerde Se diizeyi baharin erken evrelerinde S
seviyesi ise yazin ortalarinda artarken, Se biriktirmeyen tiirlerde her
ikisi de yazin ortasinda artis gosterir (Galeas et al. 2007).

2.1.1 Selenat rediiksiyonu ve asimilasyonu

2.1.1.1 ATP siilfuirilaz

Selenatin yapraklara tasindiktan sonra direk olarak kloroplastlara alindigina
dair deneysel veriler mevcut olmasa da, siilfat asimilasyonu agirlikli olarak
plastidlerde calisilmistir (Rotte and Leustek 2000). Bir takim belirtiler sonucu
ayn1 durumun selenat i¢in de gegerli olabilecegini diistinmiislerdir. ATP siirfiirilaz
(ATP: siilfat adenil transferaz) bitkilerdeki siilfat asimilasyonunun ilk
basamagindaki enzimdir (Leustek et al.,, 1994). In witro c¢alismalarda ATP
stilfirilazin  selenati APSe’ ye (Adenozin 5’-fosfoselenat) aktiflestirme
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu enzim ATP yardimiyla siilfat ve
selenati Adenozin 5’-fosfosiilfat (APS) ve Adenozin 5’-fosfoselenata (APSe)
katalizler (Shaw and Anderson 1974; Murillo and Leustek 1995). APSe stabil
degildir ve in vitro kosullarda hizlica AMP selenata ayrisir. Bu reaksiyona
selenozis denir ve ATP siilflirilaz aktivitesinin tayininde belirleyici olarak
kullanilir (Renosta et al., 1993). Shizosaccharomyces pombe’ nin ATP siilfiirilaz
genindeki null mutasyonu sonucunda artmis selenat tolerans1 ve 10 kat daha fazla
Se akiimiilasyonu gozlenmistir (Banszky et al., 2003; Raspor et al., 2003). Bu
selenata direncli mutantlar, diisik ATP siilfiirilaz aktivitesi sonucunda azalan
siilfat ya da selenat indirgeme gostererek, akiimiilasyonda ATP siilfiirilazin
roliiniin Onemini gostermislerdir. Ayrica, verilere bakilarak ATP siilfiirilaz
aktivitesi olmadiginda, potansiyel olarak toksik olan organo-selenyum bilesikleri
minimize edilerek hiicrenin tolere edebilecegi diizeylerde kalacagi ileri

stiriilmiistiir.
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Sekil 1.3 Bitki Se asimilasyonunda 6ngoriilen model. Enzimler kirmizi, metabolitler siyah ya da
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Biiylime ortaminda siilfat ve selenat arasindaki rekabet siilfat starvasyon
yolagimi tetikleyerek siilfat transporterlarinin aktive olmasini dolayisiyla daha
fazla selenat akiimiilasyonuyla sonuglanmasini saglar. Bitkilerdeki selenat
akiimiilasyonu ve toleransinda ATP siiflirilazin agir1 ifadesinin etkileri kapsamli
calistlmigtir. Transgenik hardal ile yapilan denemede A.thaliana’ da ATP
stilfiirilazin 4 izoformunu kodlayan gen APSI1 asir1 ifade edildiginde, 2 kat daha
fazla GSH(glutatyon) birikimi, 2-3 kat yapraklarda total Se akiimiilasyonunu ve
total Se indirgenmesinde % 50 artig goriilmiistiir (Pilon-Smits et al., 2005). A.
thaliana’ da da ayn1 gen asir1 ifade edildiginde bu artislar olmus, fakat selenat
birikimi ve toleransinda azalma gdzlemlemislerdir. Dahasi, A.thaliana APS1
geninin tiitlin kiiltiir hiicrelerinde asir1 ifade edilmesi sonucunda selenat
toleransinda belirgin bir degisiklik olmamistir (Hatzfeld et al. 1998).

Se hiperakiimiilatorii Neptunia amplexicaulis’ ten izole edilen ATP
stlfiirilazin APSe ve 3’-fosfoadenozin 5’-fosfo siilfati (PAPS) katalize
edebildigini fakat PAPS’yi edemedigini gOstermistir (Burnell, 1981).

Hiperakiimiilatér ve non-akiimiilator bitkilerden izole edilen ATP siilfiirilaz



17

enzimlerinin kinetik 6zelliklerinin (Show and Anderson, 1974) ve in vitro ATP
siilflirilaz katalitik kapasitesinin ¢ok farkli olmadig1 gézlemlenmistir ( Sars et al.,
2005). Yapilan calismalar, ATP siilfiirilazin yiiksek oranda aktive olmasinin
selenat akiimiilasyonu ve toleransiyla iliskili olmadigini, en azindan Se
hiperakiimiilatorlerinde veya A. thaliana ve tiitiinde asir1 ifade edildiginde, fakat
selenat1 da siilfatla ayn1 sekilde aktiflestirebildigini isaret eder.

2.1.1.2 APS rediiktaz

APS rediiktaz, bitkilerde APS’nin siilfite indirgenmesindeki ilk
katalizasyonunu  gerceklestirir, ve bu enzimin siilfat asimilasyonunun
kontroliindeki esansiyel aktiflestirici enzim oldugu diisiiniiliir ( Setya et. al., 1996;
Suter et. al., 2000). S yoksunlugu, Cd uygulamasi ve oksidatif stres durumunda
APS rediiktaz transkript seviyesi ve enzimatik aktivitesi siki sekilde diizenlenir
(Murayama-Nakshita et. al., 2003; Heiss et. al., 1999; Lee and Leustek 1999, Bick
et. al., 2001).

In vitro c¢alismalarda APSe glutatyon tarafindan enzimatik olmayan
yollardan indirgenebilirken E.coli’de bu indirgeyici basamak sadece enzimler
tarafindan gergeklestirilebilir (Muller et. al., 1997). Ek olarak, siilfatin APS
yoniinde aktivasyonu icin ATP siilfiirilaz reaksiyonunun iirlinleri APS ve
pirofosfat hizlica metabolize olmalidir. Bu yiizden ATP siilfiirilazin denge
reaksiyonun tersi yone olan APS rediiktaz bitkiler i¢in esansiyeldir ( Saito, 2004).
Pseudomonas aeroginosa APS rediiktazin (PaAPR) A. thaliana’ da yapisal
ekspresyonu sonucunda S’nin indirgenmis inorganik ve anorganik formlariin
birikimi artmis bu da siilfat indirgeme kapasitesini ylikseltmistir (Tsakraklides et.
al., 2002). Bitkilere selenat uygulandiginda, % 65-79 oraninda total Se
rediiksiyonunda artig gozlenmistir, bu artiy APR’nin bitkilerde APSe’yi indirgeme
kapasitesine sahip oldugunu isaret eder ( Sars et. al., 2005). APSe selenite
indirgendikten sonra, bir sonraki selenide doniistiirme basamagi glutatyon
tarafindan enzimatik olmayan reaksiyonlar ile gerceklesir ( Ng and Anderson
1978). Hsieh ve Ganther (1975) glutatyon, selenit ve indirgenmis trifosfopridin
niikleotidini iiretilen sistemi igeren anaerobik sistemde hidrojen selenidin
glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlendigini gérmiislerdir. Baska bir denemede
ise SeCys’nin in vitro sentezini sadece OAS, selenit, Cys sentaz, glutatyon
rediiktaz, glutatyon ve NADPH varliginda basarabilmislerdir. Bu denemelerde
sadece glutatyonun seleniti non-enzimatik olarak indirgenmesi yoluyla selenit
elde edilebildigi goriilmistir ( Ng and Anderson, 1978). Veriler selenit
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rediiksiyonunun = siilfit rediiktaz (siilfiti: siilfide indirger) enzimine ihtiyag
duymadigini isaret eder. Selenitin enzimatik olmayan indirgenmesi De souza
tarafindan ortaya atilmis olan selenata gore selenitin selenoaminoasitlere neden
daha kolay indirgendigini aciklar.

2.1.1.3 Cys sentaz

Cys iiretimindeki son metabolik adim serinasetiltranferaz (SAT) ve O-
asetilserin tiyol-liyaz (OAS-TL) enzimleri tarafindan katalizlenir. SAT, serin ve
asetil-CoA’dan OAS olusumunu katalizler. Daha sonra OAS-TL, Cys olusturmak
iizere siilfidi OAS ile asimile eder. Bitki ve bakterilerde Serinasetiltransferaz ve
OAS-TL birleserek Cys sentaz denilen kompleksi olusturur ( Kredich 1992). Cys
biyosentezinde SAT reaksiyonu, Cys tarafindan SAT’1n siki sekilde kontroliinden
dolay1 anahtar metabolik diizenleyici olarak diistiniiliir ( Noji et. al., 1998).

Ng and Anderson (1978), Se hiperakiimiilatorlerinden saflastirilan Cys
sentazlarin non-akiimiilator bitkilerden elde edilenlerle ayni katalitik kapasiteye
sahip oldugunu gostermislerdir. Ancak, selenid tarafindan Cys sentezi ve siilfid
tarafindan SeCys sentezi inhibisyonu gdzlenmesi, enzim i¢in selenid ve siilfidin
rekabet i¢inde oldugunu isaret eder. Bu nedenle, SeCys iiretimi igin selenidin
asimilasyonunu, siilfidin Cys’e katilimin1 takip eder. ( ya da tam tersi ) Ancak bu
sonuglar aynt zamanda Cys sentaz kompleksinin selenat ve selenitin SeCys’ye

asimilasyonununda herhangi bir sinirlama yaratmadigini iddia eder.

2.1.2 SeCys’den SeMet Metabolizmasi
2.1.2.1 Cystathionin- y- sentaz

Cys/SeCys (  yiksek oranda MetlSeMet olusturmak  iizere
Cystothioinine/SeCysth ve homosistein/Sehocys aracilifiyla) biyosentetik
yolagina girebilir (Lauchli, 1993). Cystathionin-y-sentaz (CGS) enzimi O-
fosfohomoserinin, SeCys ile yogunlasarak Secystathionin (Secysth) olusturmasini
katalizler. Ispanak ile yapilan ¢alismada bu enzimin SeCys’ne Cys’ten daha fazla
afinite gosterdigi goriilmiistiir ( Dawson and Anderson 1988). Secysth bazi Se
hiperakiimiilator ve non-akiimiilatdrlerde bulunabilir ( Martin et. al., 1971). Se
hiperakiimiilator bitki Stenleya pinnata’nin total organik Se’sinin % 17’ye
kadarin1 SeCysth formuna konsantre ettigi goriilmiistiir (Shrift, 1965). Kotrebai ve
ark (2000) yaptiklar1 denemede Se hiperakiimiilator bitki Astragalus
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praelongus’un ise ekstrakte edilebilir total Se oraninin % 65’ini SeCysth
formunda tuttugunu HPLC-ICP_MS analizi ile gostermislerdir.

2.1.2.2 Cystatiyonin-g-liyaz ve metiyonin sentaz

Cysth-B-liyaz Secysth’ den Sehocys’ nin kesilmesini Kkatalizler. Bu
enziminde siilfat asimilasyon yolaginda da bulunan metabolik basamaklardaki
enzimlerden oldugu bulunmustur. Hesse ve ark’larin (2004) yaptiklar1 derlemede
Met biyosentezinin son adimindaki Met sentaz enzimi sitozelde lokalize olur.
Homosisteinin metilasyonuyla elde edilen de novo Met sentezinin kloroplastta
gerceklestigi  diistintilsede, A. thaliana kloroplastlarinda daha az aktif olan
izoformlar elde edilmistir. (Ravanel et al 2004). Bitkilerde Metiyonin sentaz
enzimi Met olustururken donér olarak N° metiltetrahidrafolat: kullanir. Onceden
de bahsedildigi gibi, Se hiperakiimiilator bitkilerde ¢ok diisiik seviyelerde
sentezlense de(Burnell, 1981), SeMet selenyuma hassas olan bitkilerde bulunan
bas aminoasittir (Brown and Shrift, 1982).

Se hiperakiimiilatorleri tarafindan kullanilan mekanizmalardan biri olan
SeMet den Se uzaklastirildiginda, dolayisiyla Se protein tiretiminden de uzaklasr,
protein iiretimine katilmayan MeSe-Cys, GGMeSeCys, Secysth gibi Se-
aminoasitlerin birikimine yol actig1 6ne siiriilebilir. Daha sonraki ¢aligmalarda bu
durum Orneklendirilmistir, bazi Se hiperakiimiilatérler SeMet” e maruz
birakildiginda spesifik olmayan selenoprotein {iretimini minimize edebilme
kapasitesine kavusmuslardir. Bunu aldigi SeMet’ 1 MeSeCys, Sehocys ve Se-
metilselenometiyonine (MeSeMet) metobolize ederek gerceklestirir. Non-
akimilatorler ise Oncelikli olarak MeSeMet ve selinopeptid iiretmeyi tercih
eder.(virupaksha et al 1966)

2.1.3 SeMet den koklenen ucucu Se bilesikleri

Semet sentezlendikten sonra metillenebilir ve non akiimiilator bitkilerdekia
ana ucgucu Se form olan dimetilselenide (DMSe) doniistiirtilebilir (Levis et al.
1974). DMSe iretimindeki ilk kararli basamak, SeMet’ in S-adenosyl-L-
metiyonin: L-metiyonin s-metiltronsferaz (MMT) ile metilasyonu sonucunda
MeSeMet olusturulmasii kapsar. A.thaliana TDNA knockout mutantlarindaki
MMT eksikliginden dolayr yalmzca %  6-13 civarinda ugucu Se formlari
iretilebilmis. Dahasi ortama MeMeSet eklendikten sonra DMSe volatilazasyonu

onarilmistir.
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Se siirecindekine benzer olarak MMT ayni zamanda bileserek SMM(s-
metitmetiyonin)olusumunu katalizler (Pimenta, 1998). SMM nin dimetilsiilfide
(DMS) doniisiimii S-metilmetiyonin hidrolaz tarafindan katalizlenir, bu enzim
ayn1 zamanda SeMM (Se-metilselenometiyonin) DMSye doniisiimiinde de yer alir.
DMSe iiretimi i¢in alternatif yolak, SeMMnin ara Uriin olan

dimetilselenoniyopropiyanota (DMSeP) doniistimii sirasinda gergeklesir.

2.1.4 MeSeCys den kokenlene ucucu Se bilesikleri

Bitkiler Se’ yi MeSeCys’ i okside edip devaminda metilleyerek DMSe’ ye
dontistiirmesiyle ugucu formu elde edebilir. Kabaktan elde edilen Cys stilfoksit
liyaz enzimiyle MeCysSO oksidasyonu Kkatalizlenerek in vitro metantiyol

iretilmistir.

Bu enzimin varligi Brassica ve Allium tiirlerinde de gosterilmistir. Bu
tiirlerde bulunmasi, metonselonid iiretiminde ve DMDSe nin olusturulmasinda

etkili olabilecegini diislindiirmiistiir.

Selenosistein metiltransferaz

Se-hiperakiimiilator bitkilerinin belirleyici 6zelliklerinden birisi, yapisal bir
form olan S-metilsisteini (MeCys) yiiksek miktarda biriktirebilme yetenegine
sahip olmalaridir (Sors et al., 2005). S6z konusu bitkiler selenata maruz
birakildiklarinda ayrica MeSeCys de biriktirebilme yetenegine sahiptirler. Bu
baglamda MeCys ve MeSeCys biyosentezlerinin ortak bir yolak araciligiyla
yiiriitiildiigii 6ne siirtilebilir (Shrift, 1969). Selenosistein metiltransferaz (SMT)
SeCys’nin metilasyonunu katalizleyerek MeSeCys’nin olusumuna aracilik eden
enzimdir ve A. bisulcatus’tan klonlanmistir (Accession No. AJ131433; Neuhierl
and Bock, 1996). In vitro’da s6z konusu enzim SeCys’ye Cys’den daha fazla
afinite gostermistir (Neuhierl and Bock, 2002). Bununla birlikte, SMT’nin asir
ifade edildigi transgenik A. thaliana’da hem MeSeCys hem de MeCys sentezi
saptanmigstir, yani in vivo’da s6z konusu enzim hem SeCys’yi hem de Cys’yi
metile edebilmektedir (Ellis et al.,, 2004). SMT proteini, homosisteinin,
selenohomosisteinin ve SeCys’nin metilasyonunu katalizledigi gdsterilmis olan E.
coli’den yagD’ye % 40’mn iizerinde benzerlik gostermektedir (Neuhierl et al.,
1999). Benzer sekilde, A. bisulcatus SMT amino asit dizisi i¢in veri tabani
karsilagtirmalart sonucunda enzimin A. thaliana ve O. sativa’daki homosistein S-
metiltransferaz (HMT, EC 2.1.1.10) enzimine sirasiyla % 70 ve % 65 benzer
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oldugu belirlenmistir. Aslinda A. thaliana’dan HMT kodlayan cDNA’lar yagD E.
coli mutantlarinin fonksiyonel komplementasyonu aracilifiyla klonlanmistir
(Ranocha et al., 2000). HMT enzimi SMM’yi metil donorii olarak kullanarak
Met’ten homosistein sentezlenmesini katalizlemektedir. Sonu¢ olarak, tim bu
bulgulara gore SMT ve HMT nin benzer yap1 ve fonksiyona sahip olduklari, Cys
ve homosisteini metilleyebildikleri ve Se izologlar1 spesifitelerinin farklilik

gosterdigi sOylenebilir.

SMT’nin A. thaliana’da yapisal ifadesi MeSeCys, MeCys ve bunlarin
tiirevleri GGMeSeCys/GGMeCys iiretimine neden olmustur (Elliset et al., 2004;
LeDuc et al., 2004). Buna gore, daha 6nce Neuhierl ve Bock (1996)’un da one
sirdiigli gibi, Astragalus’ta SMT hem MeCys hem de MeSeCys’nin
biyosentezinden sorumlu oldugu sdylenebilir. Se hiperakiimiilatorii A. bisulcatus
geng siirglin dokularinda, biriktirdigi Se’nin % 90’indan fazlasint MeSeCys’ye
metabolize etmektedir (Pickering et al., 2000; 2003). Daha 6nceki raporlarda,
akiimiilator olmayan bir Astragalus cinsi A. vdsei’nin seleniti MeSeCys’ye
metabolize edebildigi fakat siilfatt MeCys’ye doniistiirme yeteneginden yoksun
oldugu bildirilmistir (Shrift, 1969). Bu bulguya gére belki de SMT nin SeCys’ye
0zgli bir potansiyeli oldugunu ileri siiriilebilir. Nehierl ve Bock (1996)’un
hipotezine gore SMT’nin SeCys’yi Cys’ye tercih etmesi, enzimin
hiperakiimiilatorlerdeki SeCys’ye olan yiiksek afinitesi dolayisiyla SeCys’yi
metilleme kapasitesinin artmasi ve protein havuzuna spesifik olmayan katiliminin
etkin bir sekilde diismesiyle agiklanabilir. Bununla birlikte, s6z konusu
hiperakiimiilatorler yiiksek miktarlarda MeCys de icermektedirler, yani so6z
konusu spesifite planta’da bulunmuyor olabilir. Farkli Se biriktirme kapasitlerine
sahip sekiz Astragalus tiirlinde SMT aktivitesinin Se hiperakiimiilasyonuyla siki
bir sekilde korelasyon gosterdigi bulunmustur (Sors et al., 2005). Bununla birlikte
SMT aktivitesi tek basina selenat aracilifiyla olusan Se hiperakiimiilasyonunu
aciklayamaz c¢iinkii A. thaliana’da SMT’nin asir1 ifadesi selenit maruziyeti
sonucunda Se asimilasyonu ve toleransini artirirken, ayni etkinin selenat
maruziyeti sonucunda goriilmedigi belirlenmistir (Ellis et al., 2004). Buna gore
metabolik ve enzimatik etkilesimler ve bdlmelendirme gibi bagka faktorlerin
SMT’nin Se hiperakiimiilasyonundaki fonksiyonunda kritik bir role sahip oldugu
oOne siiriilebilir. Dahas1 MeSeCys ve MeCys biyosentezi araciligiyla Se ve S’nin
etkin bir sekilde azaltilmas1 Astragalus hiperakiimiilatorlerinin Se birikimini S’ye
tercih etmelerini agiklayamamaktadir (Bell et al., 1992) c¢iinkii A. thaliana’da
SMT’nin agir1 ifadesinin hem MeCys hem de MeSeCys biyosentezlerini
katalizledigi diisiiniilmektedir (Ellis et al., 2004).
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3. Se hiicre yap1 ve fonksiyonlarini yeniden yapilandirmasi

3.1.Hiicre membran yapisi ve hiicre biitiinliigiiniin yenilenmesi

Ortama Se cklenmesinin ardindan hidrojen peroksit ve singlet oksijen
seviyeleri dustiriilerek bitki hiicre membrani lipitlerinin hasarinin kisitlanmast,
ROS reaksiyon zincirindeki bir aksakliga sebep olunmasiyla gerceklestigi ileri
stiriiliir. Optimal Se dozajlarinin kullanilmasinin, stres altinda bulunan bitkilerdeki
MDA (lipit peroksidasyonun boyunu gosterir) akiimiilasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Zembala ve ark., 2010). Filek ve ark. (2010) Cd stresi uyguladiklari
kolza fidelerinde, kloroplast i¢ zarlarinin degredasyona ugradigini goérmiisler.
Ancak 2uM Se uygulanmasinin ardindan kloroplast ince yapilari yeniden insa
edilmis, tilakoid ve stromlarin yapisi yeniden diizenlenmis, kloroplast boyutu,
hiicre membran lipitlerinin doymamislik orani ve akiskanligr artmistir. Bir 6nceki
calismalarinda da, Cd stresine maruz birakilmis bugdayda, Se ile galoktolipitlerin
doymamiglik derecesini regiile edebildigini ve bu sayede plastid zar1 lipit ve yag
asidi kompozisyonlarin1 yeniden insa edebildigini gozlemlemislerdi. Tiim bu
sonuclar yola c¢ikarak Cd stresinin olusturdugu stresin Se tarafindan
detoksifikasyonun iki mekanizmadan dolay1 olabilecegini ileri siirmiislerdir: (1)
Ortama eklenen Se, membran enzimlerini yeniden aktiflestirir ve kloroplast
fonksiyonlarinda 6nemli olan metabolitlerin taginimim diizenler. (2) Se, Cd ile
yarigarak zarf membran proteinlerindeki sistein gruplarinin tiyolleri ile spesifik
baglanma gosterir (Filek ve ark.,2009). Selenyuma yanit olarak hiicre membranini
integrasyonundaki gelisme sonucu, c¢evresel strese maruz kalmis bitkilerin
zarlarinda meydana gelen elektrolit sizintilarinin azaltilmasini saglanir (Seppanen
ve ark.,2003; Pukacha ve ark.,2011; Malik ve ark., 2012; Zembala ve ark., 2010).

3.2. Fotosentez fonksiyonlarinin iyilestirilmesi

Bitkiler ¢evresel streslere maruz kaldiklarinda, kloroplastlar zarar goriir bu
da fotosentezin bozulmasiyla sonuglanir. Ancak uygun miktarda Se eklenmesi bir
sekilde kloroplastlardaki hasar1 azaltir ve kloroplast icerigini arttirir (Filek ve ark.,
2009; Hawrylak-Nowak, 2009; Chu ve ark., 2010; Wang, 2011; Yao ve ark.,
2011; Malik ve ark., 2012).

Proteomik analizler vasitasiyla, Wang ve ark., 2012’ de piring fidelerinde
yaptiklar1 aragtirmalarda diigsiik dozajlarda Se uygulanmasimin fark edilebilir

bicimde fotosentez hizini arttirdigini ortaya koydu. Buna ek olarak, siiplirge
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darisinda Se uygulanmasinin ardindan fotosentetik hizda, stomal iletkenlik ve
transpirasyon oraninin arttifi gosterilmistir (Djanaguiraman ve ark., 2010). Se
uygulanmasinin ardindan stres altindaki bitkilerde fotosentez sisteminin yeniden
yapilandirilmasinin sebebi distiriilmiis ROS seviyeleri, antioksidanlarin yeniden
aktiflestirilmesi, hasarli kloroplast yapilarinin yenilenmesi ve diger Onemli
metabolit seviyelerinin (GSH ve —SH gibi maddeler) yiikselmesi ile yakindan
iliskili olabilir.

Ancak asir1 Se bitkilerdeki fotosentez hasarini siddetlendirebilir. Yiiksek Se
seviyeleri fotosentez aparatina zarar vererek fotosentezi inhibe eder ve bunun
sonucunda asir1 nisasta Uretimi goriilir (Vitova ve ark., 2011; Wang ve ark.,
2012). Bugdayin 3 farkli genotipinde yapilan calismada asir1 Se’ nin anten
sistemler (ABS/CS) tarafindan absorblanan 1sik enerjisini azalttigini, uyarim
enerji akimimi (TRo/CS), PS2 boyunca elektronlarin transferi (ETo/CS),
antenlerden reaksiyon merkezine enerji transfer etkinligi, bu merkezlerin dis1, PS2’
deki elektron transferlerinin kuantum alan1 ve fotokimyasal reaksiyonlarin aktif
merkezlerinin  yogunlugunu azalttigi ve evrilen O2 merkezini bozdugu

goriilmiistiir (Labanowska ve ark., 2012).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Bitki Materyali Ve Deneme Planlamasi
2.1.1 Tohum sterilizasyonu

Arabidopsis thaliana yaban tip Columbia (col-0) ekotipine ait bitkilerin
tohumlart 1 dk. %70 etanol’ de ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur.
Devaminda 5 defa steril deiyonize su ile yikanmistir. Sonrasinda 10 dk.
boyunca % 4 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile yiizey sterilizasyonuna maruz
birakilmistir. Ardindan 5 kez steril deiyonize su ile yitkanmustir.

2.1.2. Bityiime kosullar1 ve stres uygulamalari

Tohum ekimi ve bitki biiylimesi i¢in yarim kuvvet hoagland c¢ozeltisi
hazirlanarak hidrofonik ortam elde edilmistir (Hoagland and Arnon, 1950). Her
birinde 54 adet tohum yetistirilebilen platformlarda ekilen bitki tohumlar: ¢
giinliik stirede ¢imlenmistir.

Cimlenme sonrasinda on bir giin boyunca hidrofonik ortamda 16/8 saat
(aydimlik/karanlik) foto periyotta, 25 °C sicaklikta, % 60-70 nem igeren ortamda
led 151k yardimi ile bilyiitiilmiistiir. On bir giinliik bitkilere uygulanma yapilmistir.
Uygulamada bitkiler gruplandirilmis ve 5 farkli bitki grup olusturulmustur.
Kontrol bitki gruplarina yarim kuvvet hoagland, selenyuma maruz birakilan 4
bitki grubuna ise 10 uM selenat, 10 pM selenit, 30 uM selenat ve 30 uM selenit
iceren yarim kuvvet hoagland uygulanmistir. Selenyum uygulamast 7 giin
boyunca devam etmistir ve toplamda ti¢ haftalik bitkiler hasat edilmislerdir. Hasat
sonrasi elde edilen ornekler analizler i¢in - 80°C dolapta depolanmustir.

Selenat Selenit
30pM 30pM
7. Gun 7. Gun

Sekil 2.1. 7 giin boyunca, selenat ve selenite maruz birakilan 22 giinliik
Arabidopsis thaliana bitkileri
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2.2. Fizyolojik Parameterler
2.2.1. Biiyiime parametreleri

Selenit ve selenat uygulamasi sonrasinda 6 giin uygulama yapilmis olan
bitkilerin her birinden rastgele 4 adet bitki se¢ilmis ve bu bitkilerin gévdeleri ve

koklerinin boylar1 dl¢iilmiis ve yas agirliklar belirlenmistir.
2.2.2. Bagil biiyiime hiz1 (RGR)

Selenit ve selenat uygulamasi sonrasinda 6 giin uygulama yapilmis olan
bitkilerden her bir gruptan rastgele 4 adet bitki secilmis ve bu bitkilerin gévdeleri
ve koklerinin yas agirliklart belirlenmistir. Yas agirlig belirlenen bu 6rnekler 70

°C’de 72 saat etiivde bekletilmis ve sonrasinda kuru agirliklari da 6l¢tilmiistiir.
2.2.3. Bagil su icerigi (RWC)

Selenit ve selenat uygulanan 6 giinliik bitkilerin her bir grubundan yaklagik
olarak es boyutlarda yaprak Ornekleri alinmis ve yas agirliklart 6l¢iilmiistiir,
sonrasinda yapraklar 6 saat boyunca deiyonize su bulunan petrilerde bekletilerek
turgorlu hale gelmeleri saglanmistir. 6 saatlik siirenin sonunda yapraklar tartilmis
ve turgorlu agirliklar1 belirlenmistir. Tartilan yaprak ornekleri 70 °C’de 72 saat
etlivde kurutulmustur. Bu siire sonunda yapraklarin kuru agirliklart 6l¢tilmiistiir.
Son olarak tiim guruplara ait yaprak orneklerinin bagil su icerigi asagidaki

formiile gore % olarak hesaplanmaistir.

Bagil su igerigi (%) = [(Yas agirhik — Kuru agirlik) / (Turgorlu agirlik —
Kuru agirlik)] x 100

2.2.4. Yaprak su kaybi

Stomatal iletkenlik indikatorii olan yaprak su kaybi miktarini saptamak igin
her bir bitki gurubundan birbirine benzer rastgele ii¢ yaprak se¢ilmis ve agirliklart
belirlenmistir. Sonrasinda bitkiler 0 dk, 10 dk, 20 dk ve 30 dk’lar olmak iizere
agirliklarn 6l¢tilmistiir. Siire araliklar1 boyunca bitkiler bitki biiylime odasinda
bekletilmislerdir. Belirlenen bitki agirliklarinin ortalamasi hesaplanarak yaprak su

kayb1 miktar1 belirlenmistir.
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2.2.5 Ozmotik potansiyel (yn)

Wescor Vapro 5520 ozmotik potansiyel 6l¢iim cihazi kullanilarak yaprak su
potansiyelinin 6l¢iimii yapilmistir. Hasat sirasinda, her gruptan ornekler ayr1 ayri
1,5 ml’ lik bir ependorflarda cam baget yardimiyla ezilmistir ve 6rnekler 10000
rpm’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda stipernatanttan her bir okuma
icin 10 pl alinmistir. MPa cinsinden su potansiyeli, elde edilen ozmotik potansiyel
verilerini Santa-Cruz et al. (2002)’ ye gore 2,408x10° katsayisi ile carpilarak

hesaplamasi yapilmaistir.
2.3. Biyokimyasal Parametreler
2.3.1. Lipit peroksidasyonu

Madhava Rao ve Sresty (2000)' e gore yapraklardaki lipit peroksidasyonu,
malondialdehit (MDA) igerigi belirlenerek ol¢iilmiistiir. Lipit peroksidasyonunun
son iirlinii olan MDA' nin miktarin1 belirlenmek ig¢in thiobarbiturik asit (TBA)
reaksiyonu kullanilmistir. MDA konsantrasyonu 532 nm ve 600 nm’ de &lgiilen
absorbans degerlerine gore hesaplanmistir. 600 nm’ de dlgiilen absorbans spesifik
olmayan turbiditedir ve 532 nm’ de Olgiilen absorbanstan cikartilarak gergek
MDA miktar1 belirlenir. MDA miktar1 hesaplanirken ekstinksiyon katsayist 155
mM* cm™? olarak kullanilmustir.

2.3.2. H2O, miktan

Cheeseman (2006)’ ya gore H202 miktar1 baz1 degisikliklerle 6l¢tilmiistiir.
Standart H20. analizinde 100 pM sorbitol, 250 uM ferrous amonyum siilfat ve
100 uM xylenol orange, 25 mM H2SOs icinde ¢oziilmektedir. Bu ydntemde
ferrous amonium sulphate/xylenol orange (FOX) tamponuna %1 etanol (EtOH)
eklenerek hazirlanmistir. Kullanilacak olan ornekler sivi azot iginde muhafaza
edilmistir. Eger 6rnekler, -80 °C veya -20 °C derecede saklanirsa H>O> miktarinda
1 haftada % 60’ a varan kayiplar gézlenebilmektedir (Cheeseman, 2006). 0,1 g
yaprak 6rnegi soguk aseton(-20 oC) ile hazirlanmis 25 mM H>SOg ile homojenize
edilmistir. Elde edilen homojenatlar 4000 g’ de 4 °C’ de 5 dk. boyunca
santrifiijlenmigtir. Olusan siipernatanttan 50 pl 6rnek alinip iizerine 1 ml eFOX
tamponu ilave edilmistir. Elde edilen karisim 30 dakika bekletildikten sonra 550
ve 800 nm dalga boyunda o6l¢iiliir ve Olgiilen absorbanslarin farki alinarak
belirlenir.
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2.3.3. Antioksidan enzim ekstraksiyonu ve aktivite analizleri

Bu asamadaki islemlerin timii proteaz aktivitesini minimum seviyede
tutmak amaciyla +4 °C' de gerceklestirilmistir. Protein ve enzim ekstraktlarinin
hazirlanmasi i¢in 0,1 gr yaprak ornekleri ilk olarak 0,5 ml ekstraksiyon tamponu
ile (50 mM Tris-HCI pH 7.8, 0,1 mM etilendaimin tetra asetikasit (EDTA), 0,2%
(v/v) Triton-X100, 1 mM fenilmetilsulfonil florid (PMSF) ve %2 (w/v) PVPP)
homojenize edilmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi analizi i¢in ise ayrica
homojenizasyon tamponuna 5 mM askorbik asit eklenmistir. Ardindan
homojenizasyonu yapilan oOrnekler 14000 g' de 10 dk. santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonrasi ise elde edilen siipernatantlar protein miktar1 ve enzim

aktivitesi belirlenmede kullanilmistir.

2.3.3.1 Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Bergmeyer (1970)' e gore H2O2 ' nin siipiiriilmesinin 240 nm' deki
absorbansda yol actig1 azalmanin izlenmesi ile katalaz (CAT (EC 1.11.1.6))
aktivitesinin 6l¢iim gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimi 0.1 mM EDTA ve %3
H202 igeren 50 mM sodyum fosfat (pH 7,0) tamponudur. Enzimin, 1 mg total
protein basina dakikada siipiirdiigi imol H202 miktarinin, 1 U (imol H202 mg

protein-1 min-1) olarak hesaplamasi yapilmistir.

2.3.3.2 Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin
belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX (EC 1.11.1.11)) aktivitesi Nakano ve Asada
(1981)' e gore belirlenmistir. Olgiim, askorbatin oksitlenmesi ile iliskili olarak 290
nm' deki absorbansin azalmasinin izlenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi
0,1 mM EDTA, 0,1 mM H20, ve 0,5 mM Askorbat iceren 50 mM potasyum
fosfat tamponudur (pH 7,0). Oksitlenen askorbat miktari, ekstinksiyon katsayisi
2,8 mM? cm™ kullanilarak hesaplanmistir. Enzimin, 1 mg total protein basina
dakikada oksitledigi askorbat miktari, 1 U (umol askorbat mg protein-1 min-1)

olarak tespit edilmistir.
2.3.3.3 Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Foyer ve Halliwell (1976)" ya gore Glutatyon rediiktaz (GR (EC 1.6.4.2))
aktivitesi belirlenmistir. GSSG’ yi rediiklemek i¢cin GR tarafindan oksitlenen
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NADPH’ 1n izlenmesine dayanan bir yontemdir. Reaksiyon karisimi 0,5 mM
GSSG, 0,12 mM NADPH iceren 25 mM sodyum fosfat (pH 7.8) tamponundan
olusur. NADPH oksidasyonu 340 nm' de izlenmistir. Oksitlenen NADPH miktari
ekstinksiyon katsayist 6.2 mM™? cm™? kullanilarak belirlenmistir. Enzimin, 1 mg
total protein basina dakikada oksitledigi NADPH miktari, 1 U (umol NADPH mg
protein-1 min-1) olarak belirlenmistir.

2.3.3.4 GSH miktan tayini

GSH igerigi Queval and Noctor (2007)’ e gore tayin edilmistir. ektraksiyon
4°C’ de gerceklestirilmistir. 0.1 g yaprak ornegi sivit azot ile toz haline getirilip
0.2M HCI ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyondan sonra 16 000 g’ de 10dk
santrifiijjlenmistir. Siipernatant (0.5 ml) yaklasik 0.4 ml 0.2 M NaOH ve 50ul 0.2
M NaH2PO4 (pH 5.6) varliginda nétralize edilmistir. Glutatyon igerigi 340 nm’ de

enzim dongi testi kullanilarak belirlenmistir.
2.3.4. Antioksidan enzimlerin izoenzim tayini

Denaturasyona sebep olmayan kosullarda (SDS icermeyen) yaprak
orneklerinden elde edilen protein ekstraktlar1 poliakrilamid jel elektroforezinde
(Native-PAGE) ayrilmis ve belirlenmek istenen enzimlere 6zel boya
soliisyonlartyla boyanmigtir. Orneklerin hazirlanmasinda, aktivite analizlerinde
kullanilan ekstraksiyon prosediirii kullanilmistir. Laemmli (1970)'e gére Native-
PAGE, SDS kullanilmadan yapilmustir. Jeller Vilbert Lourmat jel goriintiileme
sisteminde goriintiilenmis ve bant yogunluklarinin analizi Bio-Capt yazilimi

kullanilarak yapilmustir.
2.3.4.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) izoenzim tayini

Ornekler % 12.5° lik ayirma (separating) ve %4 liik hizalama (stacking)
jelinde elektoforetik ayrimina maruz birakilmistir. Her bir kuyucuga yapraklar
icin 75 pg protein yiklenmistir. SOD boyamasi, riboflavin ve
nitrobluetetrazolium (NBT) boyasi1 kullanilarak Beauchamp ve Fridovich’e (1971)
gore belirlenmistir. Riboflavin 1sikla birlikte siiperoksit anyonu (O27) iiretme
ozelligine sahiptir, iiretilen O~ NBT” yi oksitleyerek mavi-mor renkte formazan
olusumuna sebep olmaktadir. Boyamanin prensibine gore jel ilizerinde SOD
lokalize olmus bolgelerde NBT oksitlenmesinin inhibisyonu sonucu beyaz bantlar

olusmas1 saglanmistir. Jeller 45 dk boyunca karanlikta boya soliisyonlar: ile
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bekletildikten sonra 1sik altinda c¢alkalanarak bantlarin meydana gelmesi

saglanmstir.

2.4 Klorofil Floresans

Hansatech marka klorofil floresans cihazi kullamilarak Fv/Fm (PSII’ nin
maksimum verimi) Sl¢iimleri alinmistir. Olgiimlerden 6nce yapraklar cihaz ile
birlikte gelen klipslerin yardimi ile 30 dk. boyunca karanliga alistirilmis ve

ardindan Sl¢iimler gerceklestirilmistir.



31

3. BULGULAR
3.1 Fizyolojik Parametreler
3.1.1 Nisbi biiyiime parametreleri ve nisbi su icerigi (RWC)

Selenyum uygulamasi yapilan Arabidopsis thaliana col. siirgiinleri kontrol
siirgiinlerinin govde uzunluklar1 karsilastirildiginda 10uM selenat ve 10uM
selenit uygulanan gruplarda % 11,2 artis gozlenirken, 30uM selenat uygulanan
grupta % 48,39 azalma ve 30uM selenit uygulanan grupta % 4,84 azalma
gozlenmistir. Selenat uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda
30uM selenat grubunda 10uM selenat grubuna oranla % 53,62 azalma, 30uM
selenit grubunda 10uM selenit grubuna oranla ise % 14,5 azalma gozlenmistir
(sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Selenyum uygulamasi yapilan Arabidopsis thaliana col. govde uzunlugu
farkliliklari, “*° istatiksel farkliliklar1 isaret eder(p < 0.05)

Kok uzunluklarina bakildiginda ise; 10uM selenat uygulanan grupta %2,25
azalma 30uM selenat uygulanan gruplarda % 27,3 azalma, 10uM selenit
uygulanan grupta % 2,07 artma ve 30uM selenit uygulanan grupta % 25,42
azalma  goOzlenmistir.  Selenat uygulanan  gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda 30uM selenat grubunda 10uM selenat grubuna oranla % 25,62
azalma, 30uM selenit grubunda 10uM selenit grubuna oranla ise % 26,94 azalma
gozlenmistir (sekil 3.2).
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Sekil 3.2  Selenyum uygulamasi yapilan Arabidopsis thaliana col. kok uzunlugu
farkliliklar1. “*” istatiksel farkliliklari isaret eder(p < 0.05)

Govde agirliklart karsilagtirmasinda; 10uM selenat uygulanan siirgiin
agirhiginda % 54,08 artis, 30uM selenat uygulanan gruplarda % 67,26 azalma,
10uM selenit uygulanan grupta % 26,67 artma ve 30uM selenit uygulanan
grupta % 4,71 azalma gozlenmistir. Selenat uygulanan gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda 30uM selenat grubunda 10uM selenat grubuna oranla % 78,75
azalma, 30uM selenit grubunda 10uM selenit grubuna oranla ise % 24,77 azalma
gbzlenmistir (sekil 3.3).

0.06-

0.04-

0.02-

Govde agirhgi (g)

0.00-

Sekil 3.3 Selenyum uygulamasi yapilan Arabidopsis thaliana col. govde agirligi
farkliliklar. “*” istatiksel farkliliklar1 isaret eder(p < 0.05)

Kok agirhiklart  karsilastirmasinda;  10uM  selenat uygulananlarin  kok
agirhginda % 56,78 artig, 30uM selenat uygulananlarda % 64,32 azalma, 10uM
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selenit uygulanan grupta % 45,23 artma ve 30uM selenit uygulanan grupta %
33,16 azalma gozlenmistir. Selenat uygulanan gruplar kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 30uM selenat grubunda 10uM selenat grubuna oranla % 77,24
azalma, 30uM selenit grubunda 10uM selenit grubuna oranla ise % 53,98 azalma
gozlenmistir(sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Selenyum uygulamasi yapilan Arabidopsis thaliana col. kok agirligi farkliliklari.
“*7 istatiksel farkliliklar1 isaret eder(p < 0.05)

Arabidopsis siirglinlerinde kontrol grubu ile selenyum uygulanan gruplarin
RGR degerleri karsilastirildiginda 10uM selenat grubunda % 6,87 artis, 30uM
selenat % 25,05 azalma gozlenirken, 10uM selenit grubunda % 5,29 artis ve 30
uM selenit grubunda %0,12 azalma gozlenmistir. Selenat uygulanan gruplar kendi
aralarinda karsilagtinnldiginda 30uM selenat grubunda 10uM selenat grubuna
gore % 29,87 azalma gozlenirken, 30uM selenit uygulanan grup 10uM selenit
uygulanan gruba gore % 5 azalma gozlenmistir (sekil 3.5).



Sekil 3.5. Selenyum uygulamasi yapilan Arabidopsis thaliana col. govdelerindeki nisbi su

Govde
Nisbi Su Icerigi (%)
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icerigi farkliliklar1. ¢*” istatiksel farkliliklari isaret eder(p < 0.05)

3.1.2 Yaprak su kaybi

Arabidopsis siirgiinlerinde kontrol grubu ile selenyum uygulanan gruplarin
yaprak su kaybi miktarlar1 0.dakikalariyla karsilastirildiginda kontrol grubunda 10.
dakika % 4 azalma 20.dakikada % 13,5 azalma 30.dakikada ise % 18,5 azalma

gozlenir.
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Sekil 3.6 Selenyum uygulamasi yapilan Arabidopsis thaliana col. yaprak su kaybi

farkliliklari.

10uM selenat grubunda 10. dakikada % 3,09 azalma 20 dakikada % 11,5
azalma 30. dakikada ise % 14,16 go6zlenir. 30uM selenat grubunda 10.
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dakikada % 7,78 azalma 20. dakikada % 11,92 azalma 30. dakikada % 14,97
azalma gozlenir. 10 uM selenit grubunda ise 10. dakikada % 5,82 azalma 20.
dakikada % 13,76 azalma 30. dakikada % 16,4 azalma gorilirken ve 30 uM

selenit grubunda ise 10. dakikada % 2,78 azalma 20. dakikada % 8,33 azalma 30.
dakikada ise % 14,58 azalma gozlenmistir (sekil 3.6).

3.2Biyokimyasal Parametreler

3.2.1 H20O2 miktan

Stirgiinlerde H2O miktar1 kontrol gruplari ile selenyum uygulanan gruplar
ile karsilastirildiginda 10uM selenat grubunda % 4.2 azalma, 30uM selenat

grubunda %21.6 artma, 10uM selenit grubunda % 23.53 azalma ve 30uM selenit
grubunda % 39.37 artis gbzlenmistir.

Selenat uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda 30uM
selenat grubunda 10uM selenat grubuna gore % 26.93 artma goézlenirken, 30uM
selenat grubunda 10uM selenat grubuna gore % 82.26 artis gézlenmistir.
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Sekil 3.7 Selenyum uygulamasinin Arabidopsis thaliana Col. siirglinlerinde H.O» miktar1
tizerine etkisi. “** istatistiksel olarak farkliliklar1 simgeler (p<0.05).

3.2.2 Lipit peroksidasyonu

Siirglinlerde = TBARS  miktarlari,  kontrol — gruplart  ile
karsilastirildiklarinda 10uM selenat grubunda % 5.74 azalma, 30uM
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selenat grubunda %15.82 artma, 10uM selenit grubunda % 0.83 azalma ve
30uM selenit grubunda % 44.14 artis gézlenmistir.

Selenat uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
30uM selenat grubunda 10uM selenat grubuna gore % 22.87 artma
gozlenirken, 30uM selenat grubunda 10uM selenat grubuna gore % 44.14

artis gozlenmistir.
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Sekil 3.8 Selenyum uygulamasmnin Arabidopsis thaliana col. siirgiinlerinde TBARS
miktar1 tizerine etkisi. “*’ istatistiksel olarak farkliliklar: simgeler (p<0.05).

3.2.3 CAT enzim aktivitesi

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
10uM selenat, 30uM selenat ve 30uM selenit gruplarinda sirasiyla %
59.05, % 110.74 ve % 45.01 oraninda artig gozlenirken, 10uM selenit
grubunda belirgin bir farklilik g6zlenmemistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiklarinda
selenat konsantrasyonu 30uM yiikseltildiginde 10uM selenata oranla %
32.5 artig gozlenmis, selenit konsantrasyonu 30uM yiikseltildiginde ise
10uM selenite oranla % 45.95 artmistir (sekil 3.9 ).
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Sekil 3.9 Selenyum uygulamasinin Arabidopsis thaliana col. siirglinlerinde ~ CAT enzimi
aktivitesi lizerine etkisi. ‘*” istatistiksel olarak farkliliklar1 simgeler (p<0.05).

3.2.4 APX enzim aktivitesi

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
10uM selenat ve 30uM selenit gruplarinda sirasiyla % 14.82 ve % 11.42
oraninda azalma gozlenirken, 30uM selenat ve 10uM selenit gruplarinda

ise sirastyla % 5.13 ve % 19.07 oraninda artis gézlenmistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
selenat konsantrasyonu 30uM yiikseltildiginde 10uM selenata oranla %
21.77 artig gozlenirken, selenit konsantrasyonu 30uM yiikseltildiginde ise
10uM selenite oranla % 25.6 artisg gozlemlenmistir (sekil 3.10).



38

0.20-

0.15-

APOX aktivitesi
(unit mg'1 protein)
o
S

Sekil 3.10 Selenyum uygulamasinin Arabidopsis thaliana col. siirgiinlerinde CAT enzimi
aktivitesi iizerine etkisi. “*” istatistiksel olarak farkliliklar1 simgeler (p<0.05).

3.2.5 GR enzim aktivitesi

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
10uM selenat, 30uM selenat, 10uM selenit ve 30uM selenit gruplarinda
sirastyla % 184.89, % 85.66, % 26.83 ve % 19.01 oraninda artis

gozlenmistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda 30uM
selenat konsantrasyonu 10uM selenata oranla % 34,83 azalma gozlenirken,
10uM selenit konsantrasyonu 30uM yiikseltildiginde ise % 6,16 azalma
gozlemlenmistir (sekil 3.10).



39

0.15-
*
£ T
-0
N -
g o 0.104
> 2
£
z E
6 = 0.054
s
A
0.00-

Sekil 3.11 Selenyum uygulamasinin Arabidopsis thaliana col. siirgiinlerinde GR
enzimi aktivitesi lizerine etkisi. “*’ istatistiksel olarak farkliliklar1 simgeler (p<0.05).

3.2.6 GSH miktan

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
10uM selenat, 30uM selenat, 10uM selenit ve 30uM selenit gruplarinda
sirasiyla % 169.77, % 65.57, % 180.06 ve % 142.58 oraninda artis

gozlenmistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda 30uM
selenat konsantrasyonu 10uM selenata oranla % 38.63 azalma gozlenirken,
10uM selenit konsantrasyonu 30uM yiikseltildiginde ise % 13.38 azalma
gbzlemlenmistir (sekil 3.11).
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Sekil 3.12 Selenyum uygulamasmin Arabidopsis thaliana col. siirgiinlerinde GSH
miktari lizerine etkisi. “*” istatistiksel olarak farkliliklar1 simgeler (p<0.05).

3.2.7 POX enzim aktivitesi

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu Kkarsilastirildiginda
10uM selenat, 30uM selenat, 10uM selenit ve 30uM selenit gruplarinda
sirastyla % 46.06, % 240.52, % 30,71 ve % 61.54 oraninda artis

gbzlenmistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
30uM selenat konsantrasyonu 10uM selenata oranla % 137.93 artma
gozlenirken, 10uM selenit konsantrasyonu 30uM yiikseltildiginde ise %
23.58 artma gozlemlenmistir (sekil 3.12).
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Sekil 3.13 Selenyum uygulamasinin Arabidopsis thaliana col. siirgiinlerinde POX
enzim aktivitesi tizerine etkisi. “*’ istatistiksel olarak farkliliklar1 simgeler (p<0.05).

3.2.8 Hiicre duvari POX enzim aktivitesi

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
10uM selenat ve 10uM selenit sirastyla% 10.77 ve % 0.93 oraninda azalma
gozlenirken 30uM selenat ve 30uM selenit gruplarinda sirasiyla % 29.8
ve % 85.94 oraninda artig gdzlenmistir.

Selenat ve selenit konsantrasyonunda meydana gelen artis hiicre
duvar1 POX enzim aktivitesini belirgin oranda arttirmistir. 30uM selenit
uygulamast CWPOX’ u % 21,24 arttirirken selenat uygulamasi % 41,39
arttirmistir (sekil 3.13).
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Sekil 3.14 Selenyum uygulamasmin Arabidopsis thaliana col. siirgiinlerinde hiicre
duvart POX enzim aktivitesi iizerine etkisi. ‘*’ istatistiksel olarak farkliliklar1 simgeler
(p<0.05).

3.2.9. MDHAR enzim aktivitesi

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
SOD enzim aktivitesinde 10uM selenat, 30uM selenat, ve 30uM selenit
gruplarinda sirasiyla % 16.68, % 20.56 ve % 10.30 oraninda artis
gbzlenmis, 10uM selenit grubunda ise kontrole oranla belirgin bir degisim

gbdzlenmemistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiklarinda
30uM selenat konsantrasyonu 10uM selenata oranla % 4.65 artma
gozlenirken, 10uM selenit konsantrasyonu 30uM yiikseltildiginde ise %
3.81’ luk bir azalma gozlemlenmistir (sekil 3.15).
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Sekil 3.15 Selenyum uygulamasinin Arabidopsis thaliana col. siirgiinlerinde
MDHAR enzim aktivitesi tlizerine etkisi. ‘*’ istatistiksel olarak farkhiliklar1 simgeler
(p<0.05).

3.2.10 DHAR enzim aktivitesi

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
SOD enzim aktivitesinde 10uM selenat ve 30uM selenit gruplarinda
sirastyla % 66.92 ve % 16.43 oraninda artis, , 10uM selenit grubunda %
16.24 azalma gozlenmistir. 30uM selenat grubunda ise anlamli oranda

degisim goriilmemistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
30uM selenat konsantrasyonu 10uM selenata oranla % 36.04 azalma
gozlenirken, 10uM selenit konsantrasyonu 30uM ytikseltildiginde ise %
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30.09’ luk bir artma gézlemlenmistir (sekil 3.15).

0.20- "
X
@ = 0.15
g2
s 9 =
- Q
%wm 0.10- -
o
< £
‘S 0.05-
o5 0
0.00-
Q Q Q Q
& F & ¢
O Qo N Q‘(‘ QO
¥ ¥ & e
e e =) 2

Sekil 3.16 Selenyum uygulamasimin Arabidopsis thaliana col. siirgiinlerinde DHAR
enzim aktivitesi lizerine etkisi. “*’ istatistiksel olarak farkliliklar1 simgeler (p<0.05).

3.2.11 SOD izoenzim tayini

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
SOD enzim aktivitesinde 10uM selenat, 30uM selenat, 10uM selenit ve
30uM selenit gruplarinda sirasiyla % 6.20, % 25.74, % 24.58 ve % 12.01

oraninda artig gézlenmistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
30uM selenat, 10uM’ a gore % 18.4 arttirirken, 10uM selenit 30uM’ a gore
SOD aktivitesinde % 10.09’° luk bir azalmaya neden olmustur (sekil 3.15).
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Sekil 3.17 Selenyum uygulamasmim Arabidopsis thaliana Col. siirgiinlerinde SOD

enzim aktivitesi lizerine etkisi. “*’ istatistiksel olarak farkliliklar1 simgeler (p<0.05).

Klorofil Floresans

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
PSII maksimal kuantum verimininde 10uM selenat, 30uM selenat, 10uM
selenit ve 30uM selenit gruplarinda sirasiyla % 3, % 0.4, % 2.64 ve % 3.18

oraninda artig gézlenmistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
30uM selenat konsantrasyonu 10uM selenata oranla % 2.53 azalmistir.
Selenit uygulamasinin klorofil floresans1 lizerinde herhangi bir etkisi

gozlenmemistir (sekil 3.12).
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Sekil 3.18 Selenyum uygulamasmin Arabidopsis thaliana col. govdelerindeki PSII maksimal
kuantum verimi (Fv/Fm) tizerine etkisi.

Selenyum uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
potansiyel fotosentez kapasitesinde 10uM selenat, 30uM selenat, 10uM
selenit ve 30uM selenit gruplarinda sirasiyla % 18.8, % 3.42, % 17.95 ve %

22.86 oraninda artig gozlenmistir.

Selenyum uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiklarinda
30uM selenat, 10uM selenata gore fotosentez verimini % 12,94 azaltirken,
10uM selenit konsantrasyonu 30uM’ a gore % 4.17 artmustir (sekil 3.18).

7-
6.
o
L
—_—
>
I
54
4
L L] T L]
< S ] QS AN )
& & & & &
< N N & o
>® >® ey S
%2! < =2 &

Sekil 3.19 Selenyum uygulamasmm Arabidopsis thaliana col. govdelerindeki potansiyel
fotosentez kapasitesi (Fv/Fo) tizerine etkisi
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4. TARTISMA

Bitkilerin Se bakimindan igeriginin arttirilmasi biiyiime, antioksidan
kapasitesi ve stres toleransi iizerinde olumlu etkileri olsada (Hartikainen 2005),
Se hala yiiksek bitkiler i¢in esansyel mikro element olarak tanimlanmamistir
(Seppanen et al. 2010). Bu ¢alismada selenat ve selenit farkli konsantrasyonlarda
Arabidopsis thaliana Col. ekotipine uygulanarak biiyiime, fotosentetik seviyeleri,
antioksidan enzim aktiviteleri karsilastirilmistir. Calismamiz daha once yapilan
farkli selenyum formlar1 ve konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikan sonuglarla (Feng et
al. 2013) uyumludur ki selenyum farkli formlarda ve farkli konsantrayonlarda
uygulandiginda bitki de ikili etki gosterebilmektedir.

Arabidopsis hizli yagam dongiisiine sahip ve kontrollii kosullar altinda
kolayca biiyiitiilebilen model bir bitki olarak bilim diinyasinda yayginca
kullanilmaktadir. Calismamizda bitkiler i¢in yararli bir mikro nutrient olduguna
inanilan selenyum uygulamasi ile i) antioksidan savunma sistemi ve ii) fotosentez
sistemi lizerinde olusturacagi degisimler Arabidopsis thaliana da incelenmistir.

Selenyum uygulanan marul (Hawrylak-Nowak, 2013) fidelerinde selenit
icin 15 uM ve selenat i¢in 20 uM esiginden sonra gévde yas agirliginda azalma
gozlenmistir. Ayrica salatalikla yapilan baska bir ¢aligmada 80 puM ve 20 uM
selenat ve selenit uygulamasi bitki agirhginda belirgin degisikliklere neden
olmustur (Hawrylak-Nowak 2015). Calismamizda kontrol ve selenyum gruplari
arasinda karsilagtirma yapildiginda 10 pM selenat ve 10 puM selenit
konsantrasyonun bitkiye yarar saglayarak biiylimeyi tesvik ederken, 30uM
selenatta toksik etki yaratmasi sonucunda biiyiimenin engellendigi, 30 uM selenit
grubunda ise belirgin farkin olmadig1 gorilmistiir.

Bitkilerdeki nisbi su icerigi (RWC) gevresel kosullara bagli olarak degisen
ve bitkinin iginde bulundugu durumun fizyolojik kapasitesini gosteren onemli
parametrelerdendir. Rios et al. (2009) marul tiiriiyle yaptigi denemedeki kadar
belirgin olmasada 10uM selenat uygulanan deney grubunda bir artig, 30 uM
selenat grubunda ise azalma gdzlenmistir. Selenit gruplarinda ise gozlenebilir bir
farklilik olugsmamistir. Sonug olarak selenit ve 6zellikle diisiik konsantrasyondaki
selenatin bitkinin su durumunu korudugunu géstermektedir.

Selenyumun faydali ve ya toksik etki yarattigi konsantrasyon skalasinin
olduk¢a dar olmasi bitki uygulamasinda karsilasilan genel zorluklardan biridir.
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Calismamizda diisiik konsantrasyonda uygulandiginda stres etkilerini azalttig1 ve
antioksidan savunma mekanizmasini uyardigi i¢in H.O, ve TBARS miktarlarinda
azalma gozlenirken, yiiksek konsantrasyonlarda uygulandiginda artan ROS’ un
stiptirilmesindeki denge saglanamadigi igin artis gozlenir. Feng et al. (2013)
salata fideleriyle yaptig1 calismadakine benzer sekilde selenat ve selenitin
indirgenme basamaklarindaki farkliliklarindan dolay1 selenatta nispeten daha az
H>O, ve TBARS birikimi gosterir.

Ming Diao et al. (2014) domates fideleriyle yaptiklari ¢alismada selenit
grubundaki APOX aktivitesi yiikselisinde oldugu gibi 10 uM selenit uygulanan
gruplarda APOX aktivitesi arttirilmistir. HoO> ve TBARS oraninin da yiiksek
olmayis1 10 uM selenitin bitkide toksik etki yaratmadigini isaret etmektedir. 10
UM selenat grubunda H,O; miktariyla dogru orantili olarak kontrol grubundan
diistikttir. 30 uM selenat ve 30 uM selenit gruplarinda APOX orami diisiiktiir, bu
da H2O7’ in stipiiriilmesi i¢in farkli enzimlerin tercih edilmis olabilecegini isaret
etmektedir.

30 uM selenat grubunda CAT aktivitesi en yiiksek diizeydedir. Bu durum
Malik et al. (2012) tarafindan selenatin stres yarattigi durumlarda yiiksek H>O>
miktarinin siipiiriilmesi i¢in oncelikle APX ve CAT’ 1, 6zellikle de CAT’ 1 tercih
ettigini gosterdigi caligmayla desteklenmektedir. 10 pM selenit en diisiik CAT
enzim aktivitesi gosteren gruptur, bu durum selenit indirgenmesinin plastidlerde
baglamasindan ve bu yiizden Oncelikli olarak APX’ i tercih etmesinden
kaynaklaniyor olabilir. 10 uM selenat ve 30 pM selenit grubunda da kontrol

grubuna oranla artis gézlenmistir.

Asirt ROS’ un etkisizlestirilmesinde diger bir durum da, AsA ve GSH’ 1n
indirgeyici giiciinii saglamaktir (Mittler, 2002). Bunun i¢in de yiliksek oranda GR
aktivitesi gereklidir. Ciinkii Se, organik selenyum bilesiklerinin sentezlenmesinde
gerekli olan GSH oranini arttirir. Bunu bazen GR aktivitesini arttirarak saglarken
bazen de dogrudan GSH oranina etki ederek gerceklestirir (Hasanuuzaman and
Fujita, 2011). GSH genel olarak siilfat taginiminin regiilasyonunda, sinyal
transdiiksiyonunda, stres koruma genlerinin ekspresyonun diizenlenmesinde, tiyol
gruplarinin korunumu Ve hiicre redoks dengesinde rol oynayan bir tripeptit
bilesiktir. Se indirgenmesinde de proteinlerin yapisina katilarak ugucu forma
doniistimiinde 6nemli gorev iistlenir. ROS olusumu da bu indirgenme basamagi
sirasinda gergeklesir (Terry et al. 2000). Fakat GSH dengesinin saglanamadigi ve

ya GSH orani yiikseldikten sonra total S, -SH seviyeleri arasindaki oranin
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korunamadigi durumlarda ROS birikimi hizlanabilir. Ya da GSH miktarina bagh
olarak fazla iiretilen selenosisteinler proteinlerin yapisina gelisi giizel katilarak
stresi  arttirabilir (Mroczek-Zdyraka and Wojcik, 2011). Bu baglamda
calismamizda diisiik konsantrasyon selenyum uygulamasi olan 10uM selenat ve
10 uM selenit grubunda GSH oranmin gruplar arasinda en yiiksek seviyede
olmas1 bitkiye optimal diizeyde yarar sagladigini ve bu yiiksek GSH oraninin
artan GR enzim aktivitesiyle iliskili oldugu goriiliirken, 30uM selenyum

gruplarinda nispeten daha az artis olmustur.

Kloroplastlarda CAT enzimi olmadigindan buradaki artan H>O> miktarlari
POX tarafindan detoksifiye edilirek tiyol diizenleyicisi olan enzimlerin
korunmasii saglar (Noctor and Foyer, 1998). Bitkiye diisiikk dozajlarda Se
uygulamasi1 yapildiginda diger antioksidanlarda oldugu gibi POX enzimi
tarafindan da H>O siipiirimii gergeklestirilir (Feng and Wei, 2015). Bizim
calismamizda da selenyum uygulanan tiim gruplarda POX enzim aktivitesi
ylikselmistir. En fazla artisin 30 uM selenat grubunda ortaya ¢ikmasinin nedeni
hiicre duvar1 POX enzim aktivitesinin en yiliksek olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Aym1 durum bir sonraki yiiksek grup 30 puM selenit grubu ic¢inde
gecerlidir. 10 uM selenat ve selenit uygulanan gruplarda POX aktivitesindeki
artis1 diisik HD POX aktivitesi ve H202 miktariyla degerlendirecek olursak bu

dozajdaki uygulamanin bitkiyi olumlu etkiledigini gérmiis oluruz.

Organik Se bilesiklerini arttirmak i¢in Se’ nin GSH igerigini arttirmasina
paralel olarak GR gibi DHAR, MDHAR aktivitesinin de artmasin1 bekleriz.
Hasanuzzaman and Fujita (2011), kuraklik stresine maruz kalmis kolza fidelerine
Se uyguladiklarinda bu dogrultuda sonuglar elde etmislerdir. Bizim ¢alismamizda
DHAR ve MDHAR aktivitelerindeki artis GSH oraniyla uyugsa da 10 uM selenit
grubundaki yliksek GSH oranina paralel DHAR artis1 gériilmemistir. Bu sonucun
GSH’ 1 direk olarak selenit indirgenmesine katilmasindan ve ya GPX enzimi

tarafindan kullanilmis olmasindan kaynaklanmasi muhtemeldir.

ROS iiretilmesi ve siipiiriilmesi arasindaki denge antioksidanlar tarafindan
iyl kontrol edilmelidir. Bir antioksidan enzimin aktivitesinin artis1 bir diger
antioksidan enzime gereksinimi diisiirebilir. Ornegin GPX enzimi ile
kendiliginden O, indirgenmesi gergeklestirildiginde, SOD enzimine olan
gereklilik azalmigtir. Kolza fideleriyle yapilan ¢aligma da geng yapraklara
selenyum uygulamas: yapildiginda SOD aktivitesinde diislis gozlenmistir
(Hartikainen et al., 2000). Feng and Wei (2012) Pteris vittata L. ile yaptiklari
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calismada diisiik dozajda Se uygulamasinin SOD aktivitesinde azalmaya sebep
oldugu gozlenirken, daha yiiksek dozajda uygulandiginda enzim aktivitesinde
artis olmustur. Selenat gruplarinda indirgenmenin sitoplazlamada baglamasindan
kaynakl1 kloroplast ve sitosolde bulunan Cu/Zn SOD enzimi daha yiiksek oranda
bulunurken, selenit gruplarinda ise indirgenmenin plastidlerde baslamasindan
dolay1 Fe-SOD enzimi miktar1 diger SOD’ lara oranla daha yiiksektir . Total SOD
miktarina bakildiginda en yiliksek oran 30 uM Se uygulamasi gruplarinda 10 uM

Se gruplarina oranla artig gostermistir.

Klorofil floresanst onciil sinyallerin kararinda olarak aktif ve pasif
metodlarla kullanilabilinmektedir (Murchie and Lawson, 2013). Ornegin Fo, Fm,
Fv, Fv/Fm ve Fv/Fo degerleri dnciil PSII fotokimyasal parametrelerdir ve ¢evresel
stresin etkilerinin teshisinde kullanilabilirler (Zhu et al., 2010). Oryza sativa ile
yapilan bir ¢aligmada farkli konsantrasyonlarda selenit uygulamas: yapildiginda
50uM ° den sonra Fm/Fv ve Fm/Fo oraninda diisiis gdzlenmeye baslanmistir
(Zhang et al., 2014). Nitekim bunu destekler sekilde bizim ¢alismamizda da
selenit gruplarinda 30 uM’ da bu oran artmustir. Selanat grubunda ise durum tam
tersidir. Bu sonuglar uygun dozajlarda selenyum uygulamasinin aktif bir proses

oldugunu ve fotosentetik aparati koruyabilecegini isaret etmektedir.

Onceki calismalarda Fv/Fm oranmmnin 0.8 den diisiik oldugu durumlarda
PSII etkinligi olumsuz yonde degismis demektir (De Faria et al., 2013). Fv/Fm ve
Fm’ deki ani disiisler a¢ik PSII merkezinin maksimum kuantum verimindeki
azalmanin yaninda yapraklardaki fotoinhibisyonu isaret ederken, Fo’ daki artis

PSII aktivitesinin down regiile edildigini isaret etmektedir.
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5. SONUCLAR

Uygun dozajlarda kullanildiginda bitki biiylimesini tesvik eden bir bilesik
olarak ¢alismamizda selenyumun iki farkli organik formunun uygulamasi yapilip
fotosentez ve antioksidan metabolizma iizerinde meydana getirdigi degisikler

calisilmistir.

Bu c¢alismaya gore 10 uM selenat ve selenit uygulamasinin fotosentetik
sistemi ve antioksidan sistemi olumlu sekilde etkilendigi artan ROS siipiiriicii
enzimlerin bitki biiylimesini tesvik etmesinden kaynaklandigi gézlenirken, 30 uM
selenat ve selenit uygulamalarinda antioksidan metabolizmada selenit grubunun
selenata oranla daha disiik toksisite esik degerine sahip oldugu; fotosentez
mekanizmasinda ise her iki grubunda iyilesitirici etkisinin oldugu fakat selenit
grubunda bu etkinin daha belirgin oldugu gdzlenmistir.Her iki konsantrasyon
uygulamasinda da gerek stresi savusturmak gerek biiylimeyi tesvik etmesi igin
ozellikle Gr, GSH, POX aktivitelerinde degisik oranlarda artig goriilmiistiir. Diger
antioksidan enzim aktivitelerindeki artislar ise uygulanan inorganik bilesik tiiriine

ve konsantrasyonuna gore degisiklik gostermistir.

Bu ¢alismada etki skalasi oldukga dar olan selenyum bilesiginin farkli
konsanstarsyonlarinin - Arabidopsis thaliana’ nin fotosentez ve antioksidan

savunma sistemlerinde meydana getirdigi degisimler arastirilmistir.
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