T.C.
YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTITUSU

JUGLONUN SALATALIKTA (Cucumis sativus) ANTIOKSIDAN
ENZiM AKTIVITELERI VE GEN IFADELERI UZERINE ETKILERI

EZGi CIBALI

YUKSEK LISANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETiK ANABILiM DALI
MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETiIK PROGRAMI

DANISMAN
PROF. DR. iISMAIL KOCAGALISKAN

ISTANBUL, 2018



T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLiMLERi ENSTITUSU

JUGLONUN SALATALIKTA (Cucumis sativus)
ANTIOKSIDAN ENZiM AKTIVITELERI VE GEN IFADELERI
UZERINE ETKILERI

Ezgi CIBALI tarafindan hazirlanan tez calismasi 20.04.18 tarihinde asagidaki jiiri
tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiler Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dal’nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Tez Danigsmani

Prof. Dr. ismail KOCACALISKAN

Yildiz Teknik Universitesi

Jiri Uyeleri

Prof. Dr. ismail KOCACALISKAN
Yildiz Teknik Universitesi

Prof.Dr. Giil CEVAHIR 0z
istanbul Universitesi

Dr.Ogr.Uyesi Senay VURAL KORKUT
Yildiz Teknik Universitesi




Bu ¢alisma, Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrligi’ niin
2014-01-07-KAPO1 numaral projesi ile desteklenmistir.



ONSOz

Bu tez calismasinda Juglon allelokimyasalinin salatalik bitkisi tlri Gzerindeki etkileri
antioksidan enzim aktivitesi diizeyinde ve bu enzimlerin gen ekspresyonu diizeyinde
incelenmistir.

Juglon en ¢ok bilinen allelokimyasallardan biridir. Buna karsin juglonun gen ifadesi
Uzerine etkileri hakkindaki g¢alismalar ¢ok yetersizdir. Salatalik bitkisinde juglonun
genler lzerine etkisi hakkinda bir ¢alismaya rastlanmamistir. Allelokimyasallarin etki
mekanizmasi bitkiden bitkiye farklilk gosterebilir. Bu etki pozitif ya da negatif olabilir.
Bu tez calismasinda salatalik izerindeki etki durumu incelenmistir.
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OZET

JUGLONUN SALATALIKTA -Cucumis sativus- ANTIOKSIDAN ENZiM
AKTIVITELERiI VE GEN iFADELERi UZERINE ETKILERI

Ezgi CiBALI

Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. ismail KOCACALISKAN

Bu tez calismasinda Salatalik bitkisi tohumlarina farkh konsantrasyonlarda Juglon
uygulanmistir. Juglonun bu tohumlar (zerinde c¢imlenmeye etkisi, antioksidan
enzimlerin aktivitelerine etkisi ve bu enzimleri kodlayan gen bolgelerindeki anlatima
etkisi incelenmistir. Juglona maruz kalan tohumlarda SOD, CAT ve APX enzimlerinin
aktivasyonu genellikle 0,25 mM konsantrasyona kadar farkh oranlarda olmak Uzere
artmis; tim enzimler icin 0,5 mM konsantrasyonda diisis gozlenmistir. CAT enziminin
gen ifadesinde 0,1 mM konsantrasyonda kontrole oranla artis; SOD enziminin gen
ifadesinde yaprakta artis, kdkte disuk ekspresyon; APX enziminin gen ifadesinde ise
kokte 0,1 mM konsantrasyonda, yaprakta ise 0,5 mM konsantrasyonda artis
gozlemlenmistir.

Yapilan korelasyon testlerinde: kok uzunlugu ile kokte APX gen ifadesi ile, govde
uzunlugu ile yaprakta SOD aktivitesi ile, kok uzunlugu ile yaprakta CAT gen ifadesi ile,
govde uzunlugu ile yaprakta SOD gen ifadesi ile, yaprakta APX aktivitesi ile kokte ve
yaprakta CAT gen ifadesi ile pozitif korelasyon tespit edilmistir. Kok uzunlugu ve
yaprakta SOD gen ifadesi, kokteki SOD gen ifadesi ile kokteki CAT aktivitesi ve
yapraktaki SOD enzim aktivitesi arasinda ise negatif korelasyon tespit edilmistir.

Bu calisma  sonuclarinin, gelecekte tarimsal uygulamalarda allelokimyasallarin
Urlinlerde vyaratabilecegi hasarlari azaltmak Uzerine yapilan calismalara fayda
saglayabilecegi yorumlanabilir.

Anahtar Kelimeler: Allelopati, Juglon, antioksidan enzimler, Salatalik (Cucumis Sativus)

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERi ENSTITUSU

Xi



ABSTRACT

ACTIVITY AND GENE EXPRESSION ANALYSIS OF ANTIOXIDANT ENZYMES
IN JUGLONE APPLIED CUCUMBER

Ezgi CIBALI

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. ismail KOCACALISKAN

In this thesis study, Juglone was applied to cucumber plant seeds at different
concentrations. The influence of the juglone on germination on these seeds, the effect
on the activity of antioxidant enzymes and the effect of expression in the gene region
encoding these enzymes have been examined. In seeds exposed to juglone, the
activation of SOD, CAT and APX enzymes was increased at different rates, usually to a
concentration of 0.25 mM; there was a decrease in the concentration of 0.5 mM for all
enzymes. We observed increase in expression of CAT enzyme at 0.1 mM concentration
relative to control; and for the SOD gene expression we observed increase at the
leaves and decrease at the roots. For the gene expression of APX enzyme, an increase
was observed at the concentration of 0.1 mM in the root and 0.5 mM in the leaf.

In the correlation tests made: we detected positive corelation between root length
with APX gene expression in the roots, stem length with leaf SOD activity, root length
with CAT gene expression in the leaf, stem length with leaf SOD gene expression, leaf
APX activity with root and leaf CAT gene expression. There was negative correlation
between root length and leaf SOD gene expression, root SOD gene expression and root
CAT activity and leaf SOD enzyme activity.

It can be interpreted that the results of this study may be useful in future studies on
reducing the damage that allelochemicals may cause in agricultural products.

Keywords: Allelopathy, Juglone, Antioxidant enzymes, Cucumber (Cucumis sativus)

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF
NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Allelopati; bir bitki tarafindan olusturulan ve saliverilen bazi kimyasal maddelerin baska
bir bitkiyi olumlu veya olumsuz yonde etkilemesi olarak tarif edilir. Bu olay bitkiler
arasindaki kimyasal etkilesim olarak ta disinulebilinir. Ancak mikroorganizmalari ve
bocekleri de kapsar. Allelopatik etkiye sahip olan maddelere allelokimyasal madde veya
‘Allelokimyasal’ adi verilir. Bu maddeler bir bitki tarafindan g¢evreye saliverilir ve daha
sonra bu maddeyi alan diger komsu bitkilerin biylmesi etkilenir. Bu konu sadece

biyokimyasal etkilesimler ve fizyolojik olaylarla sinirh olmayip ayni zamanda

1
allelokimyasallarin molekiiler seviyede etki mekanizmasiyla ilgilidir.

Allelokimyasallar sekonder metabolitlerin alt gruplarindandir ve allelokimyasallar da

sekonder metabolitler gibi metabolizmada ihtiya¢ duyulmazlar. Negatif etki gosteren

allelokimyasallar otgullara karsi bitki savunmasinda dnemli bir yere sahiptir.

Allelokimyasallarin Gretimi, mevcut besin maddeleri gibi biyotik; sicaklik ve pH gibi
abiyotik faktorlerden etkilenir. Basit fenilpropanoitler ve benzoik asit tirevlerinin
allelopatik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Kafeik ve ferulik asitler toprakta

Olcllebilir diizeylere ulasabilir ve bu bilesiklerin, laboratuvar kosullarinda bircok bitkinin

bliylime ve ¢cimlenmesini engelledigi gbzlemlenmistir.

Allelopati bazi alg, mercan, bakteri, mantar ve bitkiler icin karakteristiktir. Ayrica
allelopatik etkilesimler bitki topluluklarinda tiir dagilimi ve birey sayisinda etkilidir

ozellikle de invazif, asiri yayilan bitkilerin basarisinda da allelokimyasallarin rolu oldugu



distnilmektedir.Bu sonuglara ragmen, allelopatinin dogal ekosistemlerdeki 6nemi hala
tartismalidir. Cogu bilim insani allelopatini bitkiler arasindaki iliskilerde 6nemli bir etken
oldugundan kusku duymaktadir. Zira bu olguyu destekleyen kanitlarn elde etmek kolay
degildir. Laboratuvarda, bitkiden elde edilen 6zlitlerin veya saf allelokimyasallarin diger
bitkilerin blylUmesini engelleyebilecegini gdstermek kolaydir. Ancak asil sorun, bu
allelokimyasallarin toprakta, yeterli derisimlerde bulunarak, diger bitkilerin gelismini
engelledigini gostermektir. Bu olguyu destekleyecek yeterli kanitlar olmasa da, zirai
alanda uygulanabilirlik potansiyeli allelopatiyi ilgi ¢ekici kilmaktadir. Genetik

mihendisligi yontemleri ile yabanci otlara karsi allelopatik 6zellige sahip bitkilerin

4
gelistirilmesi gelecek igin Gmit verici bir yaklasimdir.

1.2 Tezin Amaci

Allelopati hakkindaki genel bilgilerde agiklandigi Gizere juglon gibi allelokimyasallar diger
bitkilerin ¢cimlenmesi, solunumu, verimi ve enzimlerinin aktivasyonunda olumlu ya da
olumsuz etkilere sahiptir. Bu etkiler hakkinda yapilan galismalarda molekiler ¢alismalar

yeterli degildir.

Kocacaliskan ve arkadaslari yaptiklari bir calismada salatalik bitkisinin juglona duyarli
oldugunu; juglona maruz kalan fidelerde biylimenin olumsuz etkilendigini ve bununla
beraber enzim aktivitelerindeki degisiklileri incelediklerinde polifenol oksidaz enzim

aktivitesinin azaldigini; katalaz ve stiperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitelerinde artis

I6I

gozlemlemislerdir.

Juglonun salataliktaki etkileri Gzerine c¢alismalar yapilmis olsa da gen anlatimi
diizeyindeki etkiler hakkinda antioksidan enzimlerden katalaz, askorbat peroksidaz ve
siperoksit dismutaz enzimlerinin gen ifadeleri lzerine juglonun etkisi ile ilgili herhangi
bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu durum baz alinarak bu tez galismasinda juglon
allelokimyasalinin salatalik bitkisi Uizerinde antioksidan enzimlerin gen anlatimi
seviyesindeki etkilerine ortaya cikarmak buradaki bilinmeyenlere stk tutmak

amaclanmistir.



1.3 Hipotez

Yapilan literatlir taramalari ve simdiye kadar vyapilan c¢alismalar, bize juglonun
salataliktaki antioksidan enzimlerin gen anlatiminin bir seviyeye kadar artiracagi
hipotezini olustumamizi saglamistir. Bu ¢alisma farkli konsantrasyonlardaki juglon
¢ozeltilerinin gen anlatimi Uzerindeki etkilerini kiyaslamaya ve llkemizdeki salatalik
ekimlerinde cevre ortam icin dikkat edilmesi gereken allelokimyasal konsantrasyonu ve

etkisini belirlemeye odaklanmistir.

1.4 Allelopati

Bitkiler ve bitkiler ile cevresindeki organizmalar arasindaki kimyasal etkilesime allelopati
denir. Mikroorganizmalar ve bitkiler yasadiklari ortama bazi organik madde salinimlari
yaparlar. Bitkiler ayni ortamda yasadiklarindan dolayibu maddelere maruz kalabilirler.
Bu maddelerin etkileri olumlu ya da olumsuz olarak ortaya cikabilir. Bu etkilerden birini

olusturan organik maddelere allelokimyasal madde, bu maddeleri salgilayan bitkilere de
52

allelopatik bitki denir.

Allelokimyasallar sekonder metabolitlerin alt gruplarindandir ve allelokimyasallar da

sekonder metabolitler gibi metabolizmada ihtiya¢ duyulmazlar. Negatif etki gosteren

allelokimyasallar otgullara karsi bitki savunmasinda 6nemli bir yere sahiptir.

1.4.1 Allelopatinin Tarihi

Allelopati terimi Yunancada allelo- ve pati-, “karsilikli, birbirine zarar” ya da “aci cekme”
anlamina gelir. ilk kez 1937 yilinda Avusturyali profesér Hans Molisch tarafindan “Der
Einflusseiner Pflanzeaufdieandere — Allelopathie” (Bitkilerin birbirlerine etkileri) adh
kitabinda kullanilmistir. Hans Molisch bu terimi, baska bir bitki tarafindan komsu
bitkilerin bliylimesini engelleyen biyokimyasal etkilesimleri tanimlamak i¢in kullanmistir.
1971'de Whittaker ve Feeny, Science dergisinde allelokimyasallari organizmalara
arasindaki tim kimyasal etkilesimler olarak tanimladiklari bir arastirma yayinladilar.
1984’te ElroyLeon Rice allelopati tanimini “bir bitkinin baska bir bitkiye ya da

mikroorganizmaya dogrudan olumlu ya da olumsuz etkilerinin; biyokimyasal maddelerin

. . ” . ... 8
dogal cevreye salinmasiyla gerceklesmesi durumu” olarak genisletmistir.



Allelopati terimi sonraki on yil boyunca bilim insanlari tarafindan organizmalar
arasindaki daha genis kimyasal etkilesimleri tanimlamak icin kullanildi ve 1996’da
Uluslararasi Allelopati Toplulugu (IAS) allelopatiyi “Bitkiler, algler, bakteri ve mantarlar
tarafindan Uretilen, sekonder metabolitleri iceren, tarim ve biyolik sistemlerin blylime

ve gelisimini etkileyen herhangi bir proses” olarak tanimladi. Sonraki yillarda bitki
arastirmacilari “bir bitki tarafindan baska bir bitkiyi inhibe eden madde” tanimina geri
dénmislerdir. Zoologlar konuyu daha karisik hale getirerek bu terimi mercanlar ve

stingerler gibi omurgasizlar arasindaki kimyasal etkilesimleri tanimlamak icin kullandilar.

Allelopati terimi kullanilmadan ¢ok onceleri de insanlar bitkilerin birbirlerine negatif
etkilerini gozlemlemistir. M.O. 300 yillarinda yasayan Theophrastus domuz yeminin
yonca lzerindeki inhibisyon etkilerini fark etmisti. M.S. 1. Ylzyilda Cin’de Shennong Ben
Caoling’in yazari, allelopatik etkilere sahip olanlar da dahil olmak lizere bécek 6ldiirme
yetenegi olan 267 tane bitki tanimladi. 1832’de isvigreli botanik¢i De Candolle,

ekinlerdeki salgl benzeri yapilarin “toprak hastaligl” denilen bir sebebi oldugunu ileri

sirmustar.

iki veya daha fazla organizmanin ayni sinirhgl kaynagi bir digerinin zararina kullanmaya
tesebbisiin rekabete aykiri olmadigini savunan ekolojistler tarafindan allelopati kavrami

universal olarak kabul gormemistir.

1970'lerde, bazi arastirmacilar tarafindan rekabetci ve allelopatik etkileri ayirmaya

blyik ¢caba harcanirken, digerleri 1990'h yillarda etkilerin birbirine bagiml olduklarini ve

kolayca ayirdedilemeyecegini savundu.

Daha sonra, New England Universitesi Agronomi ve Toprak Bilimi Béliimii'nde 1994 D.L.
Liu ve J.V. Lowett tarafindan, Journal of Chemical Ecology dergisindeiki makale
yazilmistir. Bu yayinlarda, allelokimyasallarin etkisini diger rekabetci etkilerden ayirarak,

arpa bitkileri kullanimiyla ve allelokimyasallari dogrudan incelemek igin bir protokol

’

1
gelistirmislerdir.



1.4.2 Allelopati Calismalari

Allelopatiyle ilgili yapilan ilk deneysel ¢alisma 1928 de Amerika’da yapilmistir. Bu
calismada yagmur sonrasi kara ceviz agaci yapraklarindan akan su toplanarak domates
fidelerine uygulanmistir. Sonucunda tim domates fideleri kuruyarak 6lmdistiir. Daha
sonra ceviz bitkisinin Urettigi bu madde izole edilmis ve yapisi aydinlatiimis, bunun 5-
hidroksi naftakinon oldugu belirlenmis ve “Juglon” adi verilmistir.

Allelokimyasallarin Gretimi, mevcut besin maddeleri gibi biyotik; sicaklik ve pH gibi
abiyotik faktorlerden etkilenir. Basit fenilpropanoitler ve benzoik asit tirevlerinin
allelopatik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Kafeik ve ferulik asitler toprakta

Olcllebilir dizeylere ulasabilir ve bu bilesiklerin, laboratuvar kosullarinda bircok bitkinin
biyime ve ¢imlenmesini engelledigi g(’jzlemlenmi§tir.3

Allelopati bazi alg, mercan, bakteri, mantar ve bitkiler icin karakteristiktir. Ayrica
allelopatik etkilesimler bitki topluluklarinda tir dagilimi ve birey sayisinda etkilidir
Ozellikle de istilaci bitkilerin basarisinda da allelokimyasallarin  roli oldugu
duslintlmektedir.

Bu sonuglara ragmen, allelopatinin dogal ekosistemlerdeki 6nemi hala tartismalidir.
Cogu bilim insani allelopatini bitkiler arasindaki iliskilerde 6nemli bir etken oldugundan
kusku duymaktadir. Zira bu olguyu destekleyen kanitlari elde etmek kolay degildir.
Laboratuvarda, bitkiden elde edilen 6zitlerin veya saf allelokimyasallarin diger bitkilerin
biylimesini engelleyebilecegini gostermek kolaydir. Ancak asil sorun, bu
allelokimyasallarin toprakta, yeterli derisimlerde bulunarak, diger bitkilerin gelismini
engelledigini gostermektir. Bu olguyu destekleyecek yeterli kanitlar olmasa da, zirai
alanda uygulanabilirlik potansiyeli allelopatiyi ilgi c¢ekici kilmaktadir. Genetik
muhendisligi yontemleri ile yabanci otlara karsi allelopatik 6zellige sahip bitkilerin

gelistirilmesi gelecek igin Gmit verici bir yaklagimdir.

. . 13
Allelopatinin tarimda uygulanmasi, bir ¢ok arastirmanin ana konusu olmustur.” Mevcut

arastirmalar, yabani otlarin bitkiler Gzerindeki etkileri, bitkilerin yabani otlar izerindeki

14
ve bitkilerin yine bitkiler Gzerindeki etkileri Gzerine odaklanmaktadir.” Bu arastirma

sirdurdlebilir tarimin  tesvik edilmesi icin, allelokimyasal maddelerin blylime

o . . o 15 I
diizenleyicileri ve dogal herbisitler olarak kullanilma olasiligini arttirmaktadir.” Bu gibi



¢ok sayida allelokimyasal ticari olarak mevcuttur veya biyuk olgekli imalat stirecindedir.
Ornegin, Leptospermon Callistemon citrinus tarafinda Uretilen termokimyasal bir

maddedir. Her ne kadar ticari bir herbisit olarak zayif oldugu tespit edilse de, bunun

kimyasal bir analogu olan mezotriyon (ticari adi Callisto) etkili ¢ok etkili oldugu
bulunmustur.16 Misir tarlalarindaki genis yabani otlari kontrol etmek icin satiimaktadir,
ancak cimlerde de catal otu denilen yabani otlar igin etkili bir kontrol oldugu

goralmastir. Sheeja (1993), secilen buyuk bitkiler Gzerinde Chromolaena odorata ve

Lantana camara yabani otlarinin allelopatik etkilesimini bildirmistir.

Bircok bitki cesidi allelopatik etki gostermektedir, piring (Oryza sativa) en ¢ok calisilan ve

I18I

glcli allelopatik etkiye sahip bitkilerden biridir.17 Pirincin allelopatik etkileri
cesidine ve kokenine baghdir; Japonica pirinci, Indica ve Japonica-Indica melezinden
daha fazla allelopatiktir. Yakin zamanda piring allelopatisi Gizerine yapilan bir galismada,
yabani ot yonetimi i¢in kullanilabilecegi olasiligindan ve pirincin allelopatik 6zelliklerinin

kantitatif olarak miras kaldigindan ve birka¢ allelopati igerikli muamele yontemi

N .. 20
olusturuldugu belirtilmistir.

21,22 .. .. .

Birgok istilaci bitki tiru yerli bitkilere allelopati ile etki eder. UnlG bir allelopati

vakasi ¢ol calilaridir. En vyaygin olarak bilinen erken 0&rneklerden biri Salvia
2

leucophylla'ydi, c¢linkii 1964 vyilinda Science dergisinin kapagindaydi. 3 Galilarin

etrafindaki ciplak bolgelerin, galilar tarafindan yayilan ugucu terpenlerden kaynaklandigi
one surilmustir. Bu ¢cikarim dogal ekosistemin laboratuvar kosullarinda yetersiz de olsa
canlandiriimasiyla yapildi. 1970'de Science dergisinde, bu c¢iplak bolgelerin kemirgenleri

ve kuslari calilardan uzak tutan allelopatik bir etki oldugu belirtilmistir. (Sekil 1.1)
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Sekil 1.1 Science dergisi kapagi,1964.



Allelopatinin; bitkilerin biylime bilesenlerini etkileyerek ormanlarin gelismesi ve
yenilenmesi i¢cin 6nemli bir rol oynadigl belirlenmistir. Siyah ceviz agaci Juglans nigra
bazi tirleri biylk 6l¢lide etkileyen bazi tirlerde ise hic¢ etki gdstermeyen allelokimyasal
juglonu Uretmektedir. Bazi Okaliptis tlrlerinin yaprak dokintiler ve kék kalintilari bazi

. oL es L. .. 24 o . .
toprak mikroplari ve bitki tirleri icin allelopatiktir.”  Cennet agaci, Ailanthus altissima,

koklerinde bircok bitkinin blylimesini engelleyen allelokimyasallar Uretir. Dogadaki
yluksek bitkiler tarafindan salinan allelokimyasal maddelerin etki hizi hakkinda

calismalar, cografi alanlarin taranmasinda gelecek vaat eden sonugclar ile birlikte hizla

25
hizlandirilmstir.

1.4.3 Juglon

Juglon Juglandaceae ailesindeki Juglans regia, Juglans cinerea ve Juglans nigra tirlerinin

kok, govde, sekonder ksilem, meyveleri (epikarp) ve yapraklarinda bulunur (Sekil 1.2).
26

Allelokimyasal bir molekildiir.  Bitkilerin juglona verdigi tepkiler degiskendir. Domates,

yonca, elma, tere, kizil cam bitkilerinde negatif etki gosterirken; kavun, digin cicegi,

zambak, izim, mese gibi bitkiler lizerinde ise pozitif etkileri gbzlemlenmistir. Juglon

. s .. . - . 28
allelokimyasal 6zelliginin yaninda bazi boceklere toksik etki gosterir.

Ceviz agaclarinin diger bitkiler Gzerindeki zararli etkileri en azindan iki bin yildir
gozlenmektedir. Yunanistan ve Roma'nin eski uygarliklari, cevizin sitotoksik 6zelliklerini

kullanirken, Gliney Amerika'da, kesilmis bitki dokular suya atilarak daha kolay balik

29
yakamak amaciyla kullanilmistir.

Juglone allelokimyasal 1850'lere kadar izole edilmedi. iki bilim insani, A. Vogel Jr. ve C.
Reischauer, 1851'de ceviz agacindan bilesigi ayirmayi basardi. O zaman bilesik nucin
olarak biliniyordu. Juglone daha sonra 1887'de A. Bernthsen ve A. Sempre tarafindan

sentezlendi ve karakterize edildi .

1921'deki Virginia Tarim Deneyleri Laboratuvari'nda M.T. Cook, Juglans nigra etrafinda

ekili domates bitkilerinin olumsuz ydnde etkilendigini yapraklarinin solmasini
30

gozlemleyerek farketmistir.” Schneiderhan, Juglans nigra ve Juglans cinerea'nin

Virginia'daki elma agaclarina zarar verdigini bulmustur. Ceviz agaclarindan ortalama 11,9

metre ¢evredeki agaclar 6li; 14,3 metre ¢evredeki agaclar ise hasar gormustir. Buna ek



olarak, elma agaglarinin bazi yerel varyasyonlarinin cevizlere karsi daha direngli olma

31
egiliminde olduklarini bulmustur.

A.B. Massey, yonca tarlalarinda bulunan ceviz agacinin, yoncalarin 6lmesine neden
oldugunu gozlemledi. Massey, birka¢c baska deneyden sonra ceviz agacinda bulunan
zehirli bilesigin suda kolaylikla ¢oziinmedigini, bu nedenle kdk ve kabuktaki bilesigin
agactan ayrildiktan sonra kimyasal olarak degismesi gerektigi sonucuna vardi. 1928 yilina
kadar bilesik E.F. Davis tarafindan diger bitkiler icin toksik oldugu tespit edildi ve

onaylandi.

Juglon koklerde sentezlenir ve ksilemle yapraklara tasinir. Oksitlenmeden 6nce

hidrojuglon olarak bulunur. Oksitlendikten sonra allelokimyasal olan juglon’a (5-hidroksi-

32
1,4 Naftakinon) donisdr.

OH O

Sekil 1.2 Juglon'un kimyasal yapisi

Juglon ayni zamanda yin ve kumaslarda mirekkep icin dogal bir boya olarak
kullanilmistir. Koyu turuncu, kahverengi lekeleri olusturma egilimi nedeniyle ayni
zamanda sag¢ boyalari ve kozmetik igin de bir renklendirme maddesi olarak

kullaniimaktadir.



Sekil 1.3 Ceviz agacinin meyve, yaprak ve agac goérinimi

1.4.3.1 Juglonun ¢imlenme ve fide biiyiimesi lizerine etkisi

Yapilan ¢ahismalarda Juglon allelokimyasali ¢imlenme ve fide blylimesi lGzerine gesitli

etkiler gostermistir. Konsantrasyonuna bagh olarak farkli etkiler gozlemlenmistir.
Salatalikta yapilan bir calismada gévde uzamasini baskiladigi gézlemlenmigtir.53

Kocagaliskan ve ark. 2001 yilinda yaptiklari ¢alismada Juglonun bir ¢ok bitki Gzerindeki
kok ve govde uzunluguna etkisini kar§|la§t|rm|§lard|r.54 Bu ¢alisma sonucunda Juglon

bugday, arpa, misir, salatalik, karpuz, domates, tere lizerinde kdk uzunlugunu negatif
etkilerken kavun bitkisinin kék uzunlugunu pozitif etkilemistir. Ayni sonuglar gévde

uzunlugu icin de gozlemlenmistir.

1.4.3.2 Juglonun antifungal etkisi

Mantarlar; gida kalitesini, miktarini ve saklama sliresini 6nemli 6lclide azaltan ve gida

sektoriiniin miicadele ettigi canlilardir. Mantarlarin direng gelistirmesi, saghk



sektoriinin de bu canlilarla miicadelesini zorunlu kilmaktadir. Bu sebeplerle
arastirmacilar dogal antifungal etki gdsteren kimyasallari tanimlamak igin ¢alismalar

yapmaktadir.

Candida albicans, Aspergillus flavus ve Fusarium spp.Turleriyle yapilan calismalarda

Juglonun bu mantar tirleri Uzerinde antifungal etki gosterdigi ve gelisim ve direnci
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baskiladigi tespit edilmistir.

1.4.3.3 Juglonun herbisit etkisi

Herbisitler son ylzyilda bitki arastirmalarinin odak noktalarindan biridir. Uzun zaman
kullanilan sentetik herbisitlerin onlara dayanikh yabani otlarin gelismesi ve bunun
sonucunda ekolojik dengenin bozulmasi arastirmacilari Juglon gibi sentetik olmayan
herbisit arayisina yonlendirmistir. Dogal bilesikler sentetik olanlara gére dogada daha

hizli yokolur ve ekoloji dengesini bozmazlar.

Arpa ve bugday bitkileriyle yapilan ¢alismalar gostermistir ki Juglon dogal herbisit icin

56
potansiyel bir allelokimyasaldir.

1.4.3.4 Juglonun antikanser etkisi

Juglon son yillarda antikanser ¢calismalarinda kullanilmistir. Juglona antikanser 6zellikleri
kazandirabilecek potansiyel yollardan birinin semiquinon radikalini olusturmasi ve bu

radikalin de apoptozu tetikleyen sliperoksit anyonlarina doénlsebilmesi oldugu

dislintliyor. ™ Juglonun semiquinona donustligl vyolak sitozol ve mitokondride

34
gerceklesmektedir.
1.5 Antioksidan Enzimler

Bitkiler herhangi bir strese maruz kaldiklarinda reaktif oksijen tirleri ya da serbest
radikaller olarak bilinen maddeleri sentezlemektedir. Bu serbest radikallerin fotosentez
ve solunumu sinirlarlayarak hiicrelere zarar verdikleri belirlenmistir. Antioksidan
enzimler bu serbest radikallere karsi hiicreleri daha dayanikli hale getirirler. Stiperoksit

Dismutaz, Askorbat Peroksidaz, Katalaz gibi enzimler reaktif oksijen Urinlerine karsi

. A - . . 35,36,37
antioksidan etki gosteren en bilinen enzimlerdir.

10



Oksidasyon; sonucunda serbest radikaller aciga ¢ikartan bir kimyasal reaksiyon tiirtdar.
Bu serbest radikaller bir dizi reaksiyon sonucunda hiicrelere zarar verirler. Antioksidanlar
diger molekillerin oksidasyonunu baskilayarak dolayli olarak bu serbest radikallerin

aciga cikmasini engelleyen molekillerdir.

1.5.1 Antioksidan Enzimlerin Bitkilerdeki Fonksiyonlan

Reaktif oksijen tirleri hicreler igin toksiktir ancak ayni zamanda hiicre ici sinyal
yolaklarinda gorev alirlar. Bu ikili durumdan o6tiri bitkiler hiicre igi reaktif oksijen
Urtnlerini dizenlemek icin iki farklh mekanizma gelistirmistir. Bu mekanizmalar
enzimatik olmayan ve enzimatik olan mekanizmalardlr.38 Bu sistemlere "antioksidan

koruma mekanizmalari" adi verilir.

Bitkilerin maruz kaldiklari streslere mutlaka stiperoksit anyon radikalleri (O2-), hidrojen
peroksit (H202), hidroksil radikali (OH-), peroksil radikali (HOO-) ve singlet oksijen (10 02)
dahil olmak Uzere reaktif oksijen tirlerinin (ROS) olusumu eslik eder, makromolekiillerin
peroksidasyonuna ve bozunmasina, hiicre membranlarina zarar verilmesine ve sonucta

hucrelerin 6limUne neden olurlar.

Bitki dokulari reaktif oksijen Urlinleri seviyesini kontrol etmek ve stres kosullari altinda
hiicreleri korumak icin, stiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, katalaz, glutatyon
rediiktaz, monodehidroaskorbat rediiktaz, glutatyon peroksidaz, alternatif oksidaz ve
dehidroaskorbat rediiktaz ve detoksifiye edici lipid peroksidasyon Urinleri glutatyon S-

transferaz ve fosfolipid-hidroperoksit glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler

39
bulundururlar.

1.5.2 Siiperoksit Dismutaz

Superoksit dismutazlar Stperoksit serbest radikalinin molekiiler oksijen ve hidrojen

. . . . . 40
peroksite H202 dismutasyonunu katalize eden metalloenzimlerdir.

Aktif bolge ile etkilesim yapan bagli metal kofaktoriine gére SOD'lar dort tipe ayrilabilir:
41
demir (FeSOD), manganez (MnSOD), bakir / ¢cinko (Cu / ZnSOD) ve nikel (NiSOD). = Farkli

SODizoformlarin benzer islevleri vardir, ancak farkli metal kofaktorlere, amino asit

11



dizilerine, kristal yapilara ve farkl subsellller lokalizasyonlara sahiplerdir; ayrica her biri

42
ve in vitro H202 'ye farkli duyarhlik géstermektedir.

Cu/ZnSOD tum okaryotik canhlarda ve bazi bakterilerde, ¢ogunlukla kloroplastlarda,

43
sitoplazmada ve hiicre disi bosluklarda lokalizasyon gostermektedir.

Sekil 1.4 Superoksit Dismutaz enziminin 3 boyutlu yapisi

1.5.3 Katalaz

Katalaz, dogada oksijene maruz kalan hemen hemen tim canl organizmalarda bulunan
. T . . . .. . 44
yaygin bir enzimdir. Hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrismasini katalize eder.

Reaktif oksijen turleri ile hiicrenin oksidatif hasarindan korunmasinda ¢ok 6énemli bir
enzimdir. Ayni sekilde katalaz, en yuksek verimli enzimlerden biridir; bir katalaz

molekilli her saniye milyonlarca hidrojen peroksit molekiiliini suya ve oksijene

.
dondstirdr.

Katalaz molekili her biri 500 aminositten olusan, 4 polipeptid zincirli bir tetramerdir.

Katalaz enzimi, hidrojen peroksit ile reaksiyona girmesine olanak veren 4 adet hem

grubu icerir. Hem gruplari demir icermektedir.

47
Katalaz genellikle peroksizom adi verilen hiicresel bir organelde bulunmaktadir. = Bitki

hicrelerindeki peroksizomlar, fotorespirasyon ve simbiyotik azot fiksasyonu ile ilgili

yolaklarda gérev alan enzimleri igerirler.
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Sekill.5 Katalaz enziminin 3 boyutlu yapisi

1.5.4 Peroksidaz

Peroksidazlar bir dizi oksidatif reaksiyonu katalizlemek igin elektron alicisi olarak
hidrojen peroksit kullanan enzimlerdir. Bakteriler, mantarlar, hayvan vebitkilerde
bulunurlar. Sinif 3 peroksidazlarin dokuya spefisik birden fazla fonksiyonu vardir.
Hidrojen peroksitin kloroplast ve sitozolden uzaklastiriimasi, toksik bilesiklerin
oksidasyonu, hiicre duvarinin biyosentezi, yaralanmaya karsi savunma tepkileri, etilen

biyosentezi gibi. Peroksidazin genis fonksiyonlari sebebiyle substrata o6zgilligiinde

4
eksiklikler vardir. Bu acgik peroksidaz izozimleriyle giderilmistir. 8

Bitki peroksidazlari, 4 korunmus distlfir koprisi ve 2 kalsiyum iyonu igeren
monomerikglikoproteinlerdir. Fistik peroksidazinin 3D vyapisinin, sinif | ve |l
peroksidazlarla ayni helezon katina sahip oldugu gosterilmistir. Bitkilerde istenmeyen

kosullarda oksijen, sliperoksit ve peroksit gibi reaktif oksijen Urinleri miktarinda artis

olur. ~ Reaktif oksijen tirlerinin detoksifikasyonu bitki hicrelerinin ve organellerinin

L .31
hayatta kalmasinda ¢cok 6nemli bir prosestir.

Sekil 1.6 Peroksidaz enziminin 3 boyutlu yapisi
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1 Kullanilan Kitler, Kimyasallar ve Tampon Cozeltiler

Cizelge 2.1 Kullanilan kitler, kimyasallar ve markalari

Kit ve Kimyasallar Marka

TRizol Invitrogen

Total RNA izolasyon Kiti Qiagen

cDNA sentez Kiti lena Bioscience

Gercek Zamanl PCR Kiti Jena Bioscience

Juglon SIGMA- ALDRICH (H47003)
B-merkaptoetanol SIGMA

Methionine FLUKA (M0960000)
Riboflavin FLUKA (1603006 )

Nitro Blue Tetrazolium SIGMA-ALDRICH (N5514)
Hydrogen peroxide SIGMA (H1009)

Guaiacol ALDRICH (W253200)
Sodium phosphate dibasic SIGMA (S3264)

Sodium phosphate ALDRICH (342483)
Sodium hydroxide SIGMA-ALDRICH (221465)
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2.1.1 Kullanilan Tampon Cozeltiler

2.1.1.1 Juglon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

0,5 mM Juglon ¢ozeltisi elde etmek icin 87 mg Juglon hassas terazide tartildi ve 1 L saf su
icerisinde manyetik karistirici kullanarak ¢oézildi. 0,25 mM Juglon ¢ozeltisi elde etmek
icin 43,5 mg Juglon hassas terazide tartildi ve 1 L saf su igerisinde manyetik karistirici
kullanarak ¢o6zildi. 0,1 mM Juglon ¢ozeltisi elde etmek igin 21,75 mg Juglon hassas
terazide tartildi ve 1 L saf su icerisinde manyetik karistirici kullanarak ¢6zildi. 0,01 mM
Juglon c¢ozeltisi elde etmek icin 10,87 mg Juglon hassas terazide tartildi ve 1 L saf su

icerisinde manyetik karistirici kullanarak ¢ozulda.

2.1.1.2 Tris Tamponu ( Enzim ekstraksiyon Tamponu)

50 mM Tris-HCI tamponu: 0, 6055 g Tris 80 ml saf suda ¢ozlildiikten sonra lizerine 2 g
SDS ve 2 ml B-merkaptoetanol ¢ozeltisi ilave edilir. pH, NaOH ¢o6zeltisi kullanilarak 6.8'e
ayarlanir. Toplam hacim saf su yardimiyla 100 ml'ye tamamlandi. Bu tampon bitki kdk ve

yaprak orneklerinden simplastik CAT, SOD, ASP enzim ekstraksiyonu esnasinda kullanildi.

2.1.1.3 Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayininde Kullanilan C6zeltiler

50 mM KH3PO4 tamponu: 2.9 g KH2PO4 200 ml saf suda ¢6zilmis ve son hacmi 250

ml’ye tamamlanmistir.

13 mM metionin ¢ozeltisi; 0.485 g metionin, 250 ml, 50 mM KH2POg4 (pH: 7.8) tamponu
icerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
75 mM NBT (Nitroblue Tetrazolium Klorr); 0.015 g NBT, 250 ml, 50 mM KH,POg4 (pH:

7.8) tamponu igerisinde ¢ozllerek hazirlandi.

0.1 mM EDTA (Etilen daimin tetra asetikasit); 0.075 g EDTA, 250 ml, 50 mM KH>PO4 (pH:

7.8) tamponu igerisinde ¢ozllerek hazirlandi.

2 mM riboflavin; 0.038 g riboflavin, 1 L saf suda ¢6zilmis, bu c¢ozeltiden 2 mM

olusturmak igin, bundan 60 ml alindi ve 3 ml’lik reaksiyon karisimina pipetlendi.
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2.1.1.4 Katalaz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

103 mM KH>PO4 tamponu: 1.4 g KHyPO4, 80 ml saf suda ¢6zlilmis, 1 N NaOH ile pH:

7.5’e kadar titre edilmis ve son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

40 mM H202 ¢ozeltisi; 408 ul % 30’luk H202 hacmi saf su ile 100 ml'yle

tamamlanarak hazirlandi.

2.1.1.5 Askorbat Peroksidaz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Substrat ¢ozeltisi; 0.068 g KH,PO4 80 ml saf suda ¢oziillip daha sonra lzerine

0.0059 g EDTA ve 0.0090 g askorbik asit ilave edildi ve iyice karistirildi. pH, 6,75'e

ayarlandiktan sonra 8.6 uL H,0, ilave edilerek son hacim saf su ile 100 ml'ye

tamamlandi.
2.2 Cihazlar
Cizelge 2.2 Kullanilan cihazlar ve markalari
Cihaz Adi Marka / Model
Spektrofotometre Shimadzu / UV-1800 240V

Gercek Zamanli PCR Cihazi

BIO-RAD /

Yatay Elektroforez Cihazi

BIO-RAD / Wide Mini-Sub Cell GT

Nanodrop Spekrofotometre

PCR Max / Lambda

2.3 Primerler

Cizelge 2.3 Real-time PCR'da kullanilan primerlerin dizi bilgileri

Gen Adi

Primer Dizisi

Cucumis Sativus Actin

ActF1: 5’-CCACGAAACTACTTACAACTCCATC-3’
ActR1: 5-GGGCTGTGATTTCCTTGCTC-3’

Cucumis Sativus 18S Ribosomal RNA

RibF1: 5’GGCGGATGTTGCTTTAAGGA-3’
RibF2: 5’GTGGTGCCCTTCCGTCAAT-3’

Cucumis Sativus Katalaz

CATF1: 5" TCCACTGGAAACCAACTTGCGG 3’
CATR1: 5ACCAATCTCCCCACCGGCTGTA3’

Cucumis Sativus Superoksit dismutaz

SODF1:5:GACTGGGCCACA TTTCAACC-3’
SODR1: 5:GCCTTGCCATCTTCACCAA-3’

Cucumis Sativus Peroksidaz

PER F1: 5’TTGTAATAATGGCGGCTT3’
PER1R: 5GTGTCATAGAAGGTGGAG3’
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2.4 Salatalik tohumlarinin temin edilmesi ve juglon uygulamalari

Bu tez calismasinda kullanilan salatalik tohumlari Bursa'daki AGROMAR firmasindan

temin edilmistir. Tohumlarin varyetesi Beith Alpha'dir.

2.4.1 Yiizey Sterilizasyonu

Tohumlarin yiizey sterilizasyonu igin %10'luk Sodyum Hipoklorit (NaOCI) kullanilmistir.
Tohumlar 15 dakika %10'luk NaOClI ¢bzeltisinde ara ara karistirilarak bekletildikten sonra
steril saf su ile yarim saat araliklarla yikandi ve NaOCl tamamen arindirildiktan sonra

cimlendirme asamasina gecildi.

2.4.2 Cimlenme Ortaminin Hazirlanmasi ve Cimlendirme

Kaba filtre kagitlari Petrilerin boyutlarinda yuvarlak olarak kesildi ve tim Petrilere ikili
olarak yerlestirildi. Sterilizasyon islemi tamamlanan tohumlar her bir Petriye 10 tane
olacak sekilde pens yardimiyla yerlestirildi. Her bir uygulama (¢ kez tekrarlanmis ve her
ekimde 150 olmak tzere toplamda 450 tohum kullanilmistir.

Kontrol grubundaki tohumlara Juglon icermeyen steril su uygulandi. Deney grubundaki
tohumlara ise gruplar halinde 0.01 mM, 0.1 mM, 0.25 mM ve 0.5 mM juglon ¢ozeltileri
her bir petriye 7.5 ml olacak sekilde eklendi.

Ayni gruptan Petriler Ugerli olarak aliminyum folyo ile sarildi ve karanlk ortamda

27°C'de 11 glin boyunca gimlenmeye birakildi.

2.4.3 Cimlenme yiizdesi ve fidelerin kok-gévde uzunluklarinin belirlenmesi

Cimlenmeye birakilan tohumlar 11 giiniin sonunda 6l¢iim icin Petrilerden toplandi.
Kontrol grubu ve deney grubu ayri olmak Uzere tim tohumlarin govde ve kok
uzunluklari élgildi. Her bir grup icin tohumlarin ¢imlenme yilzdesi belirlendi. Yapraklar

ve kokler sonraki calismalar icin -80°C'de saklandi.
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2.5 Enzim ekstraksiyonuve protein miktari tayini

Enzim ekstraksiyonu icin pH:6.8 olan Tris tamponu hazirlandi. Yaprak ve kokler 0.5 g
olarak tartildiktan sonra havanda sivi azot yardimiyla kiiciik parcalara ayrildi. Kullanilan
her 0,5 g yaprak ve kdk icin 5 ml ekstraksiyon tamponu eklendi ve tortu kalmayacak
sekilde havanda homojenize edildi. Homojenatlar filtre kagitlarinda siizildi. Stziilen sivi
10 dakika 10000 rpm'de +4°C'de santriflij yapildi. Slipernatantlar yeni tliplere aktarildi

ve enzim aktivite tayini calismalarinda kullanilmak tizere -80°C'de saklandi.

Protein miktari tayininde asagidaki BSA standart grafigi hazirlanmis ve bunun Uzerinde

miktar tayini yapilmistir.

Sekil 2.1 Kullanilan BSA standart grafigi

0,8
0,7
. *
0,6
g y=0,034x+ 0,351
0,4
&
0,3
0,2
0,1
0 : .
0 2 4 BSA (md) 8 10 12

2.6 Enzim aktivite dlgiimleri

Enzim aktivite 6lciimleri spektrofotometrik yontemler kullanilarak gerceklestirildi. Her

bir enzim igin kendi substrati kullanildi ve aktivite 6lglimleri yapildi.

2.6.1 Katalaz Aktivite Olgiimii

Katalaz enzim aktivitesinin 06l¢iimi substrati olan Hidrojen Peroksit'in (H202)
parcalanarak miktarinin degisiminin belirlenmesi esasina dayanir. H202'nin 02 ve

H20’ya donilisimiinde meydana gelen absorbans diismesinin 240 nm dalga boyunda

Olglimi esas alinir.
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Aktivite olcimi icin 0.7 ml’lik spektrofotometre kivetine, 103 mM KH2PO4
tamponundan 324 ul ve 40 mM‘hk H202 substrat ¢ozeltisinden 350 ul konulduktan
sonra, 6 ul enzim ekstrakti ilave edilir. Kiivet spektrofotometreye yerlestirildikten sonra

240 nm de 0. saniye ve 3. dakika 6lgimleri kinetik olarak yapildi.
2.6.2 Siiperoksit Dismutaz Aktivite Olgiimii

Slperoksit Dismutaz nitroblue tetrazolium kloriiriin (NBT) indirgenmesini engelleyen bir

enzimdir. Bir birim SOD; NBT rediiksiyonun maksimum inhibisyonunun yarisina neden

. . 50
olan enzim miktari olarak tanimlanir.

Reaksiyon karisimi (1ml); 50 mM KH2PO4 (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT ve
0.1 mM EDTA icermektedir. SOD aktivite olcimi icin 700 ul'lik spektrofotometre
kivetlerine 602ul karisim, 91 ul riboflavin ve 7ul enzim ekstraktindan eklendi. 15 dakika
boyunca beyaz bir i1sik kaynaginda bekletildi. 15 dk sonunda 560 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okuma yapildi. Kor olarak ayni karisimin 6rneksiz hali kullanildi.
SOD aktivitesinin 1 Unitesi, 560 nm ‘de gobzlenen NBT indirgenmesinin % 50

inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim Unitesi olarak kabul edilir.®®
2.6.3 Askorbat Peroksidaz Aktivite Ol¢limii

Spektrofotometre kiivetlerine 677ul substrat ¢ézeltisinden eklendi. Uzerine 23 ul enzim
ekstraktindan eklendi. Spektrofotometrede 290nm'de 0. saniye ve 3. dakika 6lciimleri
kinetik olarak yapildi. Kér olarak enzim ekstrakti icermeyen substrat ¢ozeltisi kullanildi. 1

dakikada, absorbansi 0.0023 artiran enzim miktari 1 enzim tnitesi olarak kabul edilirek

49
hesaplamalar yapildi.

2.7 Total RNA izolasyonu ve temizlenmesi

Total RNA izolasyonu TRIzol™ Reagent kullanilarak; kilavuzdaki protokole gore yapildi.
Cimlenme sonrasi ayrilan koék ve yaprak ornekleri havan ve sivi azot kullanilarak

parcalandi. Sonrasinda asagidaki protokol izlendi.

1- Homojenize edilen her 50-100 mg doku lizerine 1 ml TRIzol™ Reagent eklendi. Pipetaj

yapilarak doku ve sollisyonun karismasi saglandi.

2- Karisim 12,000 xg +4°C'de 10 dk santrifiij yapildi. SUpernatant yeni tiplere aktarildi.
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3- Yeni tliplere aktarilan slipernatant Uzerine; protokol basinda kullanilan her 1 ml

TRIzol™ Reagent icin 0,2 ml kloroform eklendi. Yaklasik 15 sn boyunca tiipler calkalandi.

4- Karisim oda sicaklhiginda 2-3 dk inkube edildi.

5- Karisim 12,000 xg +4°C'de 15 dk santrifiij yapildi. Tlp icinde 3 faz gozlemlendi: altta

kirmizi fenol-kloroform fazi, ortada ince beyaz faz ve Ustte renksiz faz.

6- Ustteki renksiz faz yeni tiiplere aktarildi.

7- Yeni tiplere aktarilan renksiz Gst faz lizerine; protokol basinda kullanilan her 1 ml
TRIzol™ Reagent icin 0,5 ml %100 izopropanol eklendi ve oda sicakhiginda 10 dk inkube
edildi.

8- Karisim 12.000 xg +4°C'de 10 dk santriflij yapildi. Santriflij sonrasi tlplerin altinda

beyaz renkli RNA pelletleri gbzlemlendi.

9- Slipernatant tamamen aspire edildi. Tiplerde sadece RNA pelleti birakildi.

10- Pellet Gzerine protokol basinda kullanilan her 1 ml TRIzol™ Reagent icin 1 ml %75

etanol eklendi.

11- Tupler kisa siire vortex yapildi ve pelletlerin tiip dibinden kahdirilmasi saglandi.

12- Yikanan pelletler 7500 xg +4°C'de 5 dk santriflij yapildi. Slipernatant dokilerek
uzaklastirildi.

13- Alkollin ugmasi icin 5-10 dk tipler filtre kagidi Gzerinde ters cevrilerek acik olarak
bekletildi.

14- Pelletler Gizerine 40 ul RNase-free su eklenerek RNAlarin ¢oziinmesi saglandi.

Ornekler sonraki calismalarda kullanilmak iizere -80°C'ye kaldirild.
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2.8 Komplementer DNA sentezi (cDNA)

RNA eldesinden sonra diger islem olan cDNA islemi icin hazir ticari kitler kullanildi. Jena
Bioscience firmasinin ( Alman mengseili Cat no: PCR511) script cDNA sentez Kkiti

kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Tim islemler buz tizerinde ¢alisildi.

1- cDNA sentezi 6ncesi tim RNA konsantrasyonlari 100ng/ul olacak sekilde esitlendi.

2- Toplam hacim 20 ul olacak sekilde reaksiyon o6rnek basina asagidaki gibi

gerceklestirildi.

RNAse free SU.....coevveerererncnnne. 10 ul
Script RT buffer.......eveeveeeenenn. 4 ul
ANTP MiX ceovieeeiiiiieee e 1ul
Oligo dT Primer.....ccceceerevreennnee. 0.5 ul
D N P 1 ul
RNAse Inhibitor .........ccccceueee. 1 ul
ENZimM .o 0.5 ul
RNA Griin....ceceeeeceeee e 2 ul

3- Enzim eklemeden &nce tlipe konulan tiim reaktifler birkag kez pipet ile karistirildi.

Tum reaktifler ve 6rnek tlipe konulduktan sonra tlipler Bio-Rad termal cycler cihazina

konularak cDNA reaksiyonu asagida belirtilen sicaklik ve siirelerde gergeklestirildi.
50 derecede — 60 dakika
42 derecede — 10 dakika

70 derecede — 10 dakika

Bu slire sonunda elde edilen cDNA real time PCR'da kullaniimak Uzere -20 derecede

saklandi.
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2.9 Gergek Zamanh PCR Analizleri

cDNA eldesinden sonra diger islem olan Gercek Zamanli PCR (Qpcr) islemi icin hazir

ticari kitler kullanildi. Jena Bioscience firmasinin (Alman menseili Cat no: PCR306) qPCR

GreenMaster with UNG/lowROX kiti kullanilarak Real time PCR gergeklestirildi. Tum

islemler buz icerisinde gergeklestirildi.

Toplam hacim 20 ul olacak sekilde gergeklestirildi.

PCR grade SU....ccceveveruvrenernennen. 6.8 ul
Real Time Master Mix.............. 10 ul
Forward Primer........cccccceevenene. 0.6 ul
Reverse Primer.........ccccvevrenee. 0.6 ul
CDNA Griin....cocveivceiececeeene 2ul

Daha sonra 96 well plate icine konulan standart ve 6rnek karisimlari Biorad CFX Connect

cihazina konularak reaksiyon asagidaki sekilde gerceklestirildi.

50 derecede — 2 dakika

95 derecede

95 derecede

55 derecede

72 derecede

e

D

2 dakika

15 saniye

40 saniye _ 40siklus

30 saniye

Gercek Zamanh PCR reaksiyonu gerceklestirildikten sonra, cT degerleri kullanilarak

kontrol grubu ve juglon uygulanmis 6rnekler icin SOD, CAT, APX enzimlerinin ekspresyon

hesaplamalari yapildi. Kontrol olarak Aktin ve 18S Ribozomal RNA genleri kullanildi. Kat

degisimi (foldchange) hesaplamak amaciyla karsilastirmali CT metodu kullanilarak ACT

ve 2-AACT hesaplandi.

2.10 istatistik Analizler

Bu arastirma U¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Uc tekrara ait verilerin ortalama

degerleri tablo ve grafiklerde gosterilmistir. Juglon konsantrasyonlarinin etkilerinin gen

seviyesinde ve aktivasyon diizeyindeki verileri korelasyon testleri ile karsilastirilmistir.>’
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BOLUM 3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1 Bitkilerin kék ve govde uzunluklari

0,01 mM juglon ¢ozeltisine maruz kalan tohumlarin kék uzunlugu kontrole kiyasla
2,64cm; govde uzunlugu 1,5 cm daha uzun 6lg¢lilmistir. Ancak ¢imlenme ylzdesi
kontrole oranla %9 daha dusiktir. 0,1 mM juglon ¢ozeltisine maruz kalan tohumlarin
kok uzunlugu kontrole kiyasla 4,55 cm; gévde uzunlugu 1,32 cm daha uzun 6l¢tlmustir.
Cimlenme ylzdesi kontrole oranla degismemistir. 0,25 mM juglon ¢bzeltisine maruz
kalan tohumlarin kék uzunlugu kontrole kiyasla 2,54 cm; gévde uzunlugu 0,98 cm daha
kisa olglilmustir. Cimlenme yiizdesi kontrole oranla degismemistir. 0,5 mM juglon
¢ozeltisine maruz kalan tohumlarin kdk uzunlugu kontrole kiyasla 4,71 cm; gbvde
uzunlugu 2,4 cm daha kisa Olcilmistir. Cimlenme ylizdesi kontrole oranla %7
dismistir (Cizelge 3.1, Sekil 3.1) . VYetistirilen salatalik tohumlarinin Petrideki

gorintuleri Sekil 3.2'de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1 Juglonun kdk ve govde uzunluklarina etkisi

Juglon ( mM) Kok Uzunlugu Govde Uzunlugu Cimlenme
(cm) (cm) Yiizdesi
Kontrol 7,00 4,37 82
0,01 9,64 5,87 73
0,10 11,55 5,69 83
0,25 4,46 3,39 81
0,50 2,29 1,97 75
12 ~
10 -
8 1
6
4 4 ® Govde uzunlugu (mm)
, m Kok uzunlugu (mm)
* ] i]
0 T T T fome— T .
SIS
PG A R
1O 0\ } ) 4o
or O o ©

Sekil 3.1 Juglonun blylime parametreleri tizerine etkisi
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Sekil 3.2 Yetistirilen salatalik tohumlarinin Petrilerdeki fotograflar, soldan saga, Kontrol, 0,01 Mm, 0,1
Mm, 0,25 Mm, 0,5 mM

3.2 Enzim Aktiviteleri

Enzimlerin aktiviteleri hazirlanan BSA grafigi baz alinarak ortamdaki miktarlari kontrol

ornegiyle kiyaslanarak olarak belirlenmistir.

3.2.1 Katalaz

0,01 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide yapraklarinda CAT aktivitesi kontrole oranla
bliylik oranda dismistir. Uygulanan Juglonun konsantrasyonu arttikca aktivitede
kademeli olarak artis gozlemlenmistir. Yapraklarda en yiksek aktivite 0,25 mM Juglon
uygulanan grupta gozlemlenmistir. 0,5 mM Juglon ¢ozeltisine maruz kalan tohularin

yapraklarinda ise kontrole oranla disus gozlemlenmistir.

0,01 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide koklerinde CAT aktivitesi kontrole oranla
blylk o6lclide artmistir. 0,1 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide koklerinde ise CAT
aktivitesi kontrole oranla artis gézlenirken 0,01 mM'a gore diisiik miktarda bir azalma
gozlemlenmistir. 0,25 mM konsantrasyon uygulanan grupta ise yapraklardaki aktivite ile
korelasyonlu olarak en yiksek aktivite gdzlemlenmistir. Yine yaprakla korelasyonlu
olarak 0,5 mM Juglon'a maruz birakilan tohumlarin fide koklerinde CAT aktivitesi

kontrole oranla diismustar. (Sekil 3.3)
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Sekil 3.3 Juglon'a maruz kalan tohumlarin kék ve yapraklarindaki CAT aktivitesi degerleri

3.2.2 Suiperoksit Dismutaz

0,01 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide yapraklarinda SOD aktivitesi kontrole oranla
kiicik oranda dismiustiir. Uygulanan Juglonun konsantrasyonu arttikca aktivitede
kademeli olarak artis gézlemlenmistir. Yapraklarda en yiliksek aktivite 0,25 mM Juglon
uygulanan grupta gozlemlenmistir. 0,5 mM Juglon ¢o6zeltisine maruz kalan tohumlarin
yapraklarinda ise SOD aktivitesinde kontrole oranla bliyiik oranda artis olurken 0,25 mM

grubuna gore kiguk bir disis gozlemlemistir.

0,01 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide koklerinde, SOD aktivitesinde kontrole
oranla bir degisiklik gozlemlenmemistir. 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM Juglon uygulanmis
tohumlarin fide koklerinde ise SOD aktivitesi kontrole oranla buyilk oélgiide diismustir.

Bu gruplarda SOD aktivitesi durma noktasina gelmistir. (Sekil 3.4)
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Sekil 2.4 Juglon'a maruz kalan tohumlarin kék ve yapraklarindaki SOD aktivitesi degerleri

3.2.3 Askorbat Peroksidaz

0,01 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide yapraklarinda APX aktivitesi kontrole oranla
dismustlir. Yapraklarda en yiksek aktivite 0,1 mM Juglon uygulanan grupta
gozlemlenmistir. 0,25 mM Juglon ¢ozeltisine maruz kalan tohumlarin yapraklarinda ise
APX aktivitesinde kontrole oranla biylik oranda dusts gostermis; 0,5 mM grubunda bu

dislis devam etmistir.

0,01 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide koklerinde APX aktivitesi kontrole oranla
artmistir. 0,1 mM ve 0,25 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide koklerinde ise APX
aktivitesinde kontrole oranla diisus gozlenirken 0,5 mM Juglon uygulanmis tohumlarin
fide koklerinde kontrole gore daha az aktivite gozlense de bu konsantrasyon 0,1 mM ve

0,25 mM gruplarinda daha fazla APX aktivitesi olusturmustur. (Sekil 3.5)
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Sekil 3.5 Juglon'a maruz kalan tohumlarin kék ve yapraklarindaki APX aktivitesi degerleri

3.3 Gergek Zamanli PCR bulgulan

Gercek zamanl pcr reaksiyonlari sonucunda elde edilen Ct degerleri kullanilarak ACT ve
27AAACT degerleri hesaplandi. Hesaplamalar yapilirken kullanilan 2 housekeeping genlere
ait cT degerlerinin ortalamasi esas alindi. Bu deger; farkli konsantrasyonlarda juglon

uygulanan tohumlardaki belirlenen bolgelerdeki ekspresyonlarin kat degisimi olarak

1
degerlendirildi.5
3.3.1 Katalaz Geninin Ekspresyon Analizi

0,01 mM Juglon'a maruz birakilan tohumlarin fide yapraklarinda CAT ekspresyonu
kontrole gore 1,37 kat artmistir. Yapraklarda en yiksek CAT ekspresyonu 0,1 mM Juglon
uygulanan grupta gozlemlenmistir ve ekspresyon kontrole goére 2,91 kat artmistir. 0,25
mM ve 0,5 mM Juglon ¢ozeltisine maruz kalan tohumlarin yapraklarinda ise kontrole
oranla disls gozlemlenmistir. En disik ekspresyon 0,5 mM grubunda gozlemlenmistir

ve ekspresyon kontrole gore 9 kat dlismustir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Yapraklardaki CAT ekspresyonu degisimi

0,01 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide koklerinde CAT ekspresyonu kontrole
oranla 2.1 kat dismdustir. 0,1 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide koklerinde en
yuksek CAT ekspresyonu gozlemlenmis ve ekspresyon 1,37 kat artmigtir. En disik
ekspresyon 0,25 mM grubunda gozlemlenmistir. 0,5 mM Juglon'a maruz birakilan
tohumlarin fide koklerinde CAT ekspresyonu kontrole oranla 2,2 kat azalmis; 0,25 mM

grubuna goére artmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Kéklerdeki CAT ekspresyonu degisimi

CAT ekspresyonuna ait cihazdan alinan amplifikasyon ve erime egrisi goriintileri alinarak
reaksiyon sirasinda CAT genine ait tek gen bolgesinin ¢ogaldigi gosterilmistir (Sekil 3.8,

Sekil 3.9)

Amplification

Cycles

Sekil 3.8 CAT geninin amplifikasyon egrisi
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-d(RFU)/AT

Temperature, Celsius

Sekil 3.9 CAT genine ait erime noktasi egrisi

3.3.2 Siiperoksit Dismutaz Geninin Ekspresyon Analizi

0,01 mM Juglon'a maruz birakilan tohumlarin fide yapraklarinda SOD ekspresyonu
kontrole gore 1,38 kat diismustiir. 0,1 mM Juglon ¢ozeltisine maruz kalan tohumlarin
yapraklarinda kontrole oranla 2.38 kat disls gozlemlenmistir. Artan dozlarda SOD
ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir. Yapraklarda en yiksek SOD ekspresyonu 0,5

mM Juglon uygulanan grupta goézlemlenmistir ve ekspresyon kontrole gore 1,45 kat

artmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Yapraklardaki SOD ekspresyonu degisimi
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0,01 mM lJuglon uygulanmis tohumlarin fide koklerinde SOD ekspresyonu kontrole
oranla buylk degisiklik gbstermemistir. Uygulanan juglon konsantrasyonu arttikga SOD
ekspresyonu giderek diusmdistir. En dislik ekspresyon 0,5 mM grubunda
gozlemlenmistir. 0,5 mM Juglon'a maruz birakilan tohumlarin fide koklerinde SOD

ekspresyonu kontrole oranla 1,08 kat dismdistir (Sekil 3.11)
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Sekil 3.11 Koklerdeki SOD ekspresyonu degisimi

SOD ekspresyonuna ait cihazdan alinan amplifikasyon ve erime egrisi gorintileri
alinarak reaksiyon sirasinda SOD genine ait tek gen bdlgesinin ¢ogaldigl gosterilmistir
(Sekil 3.12, Sekil 3.13)
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Sekil 3.12 SOD geninin amplifikasyon egrisi

Melt Peak

-d(RFU)/dT

Temperature, Celsius

Sekil 3.13 SOD genine ait erime noktasi egrisi

3.3.3 Askorbat Peroksidaz Geninin Ekspresyon Analizi

0,01 mM Juglon'a maruz birakilan tohumlarin fide yapraklarinda APX ekspresyonu
kontrole gore 4 kat dismustir. Yapraklarda en ylksek APX ekspresyonu 0,1 mM Juglon
uygulanan grupta gozlemlenmistir ve ekspresyon kontrole gore 1,47 kat artmistir. 0,25

mM Juglon ¢6zeltisine maruz kalan tohumlarin yapraklarinda ise kontrole oranla 2,38
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kat daha diisiik APX ekspresyonu gozlemlenmistir. 0,5 mM grubunda kontrole oranla

1,28 kat ekspresyon artisi gbzlemlenmistir (Sekil 3.14 )
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Sekil 3.14 Yapraklardaki APX ekspresyonu degisimi

0,01 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide kdklerinde APX ekspresyonu kontrole
oranla 1,17 kat artmustir. 0,1 mM Juglon uygulanmis tohumlarin fide koklerinde
ekspresyon 1,29 kat dismustir. En dislik ekspresyon 0,25 mM grubunda gozlemlenmis
ve 1,92 kat dismustiir. Diger enzimlerde gozlemlenenlerden farkli olarak 0,5 mM
Juglon'a maruz birakilan tohumlarin fide koklerinde APX ekspresyonu ani bir artis

gostermis ve kontrole oranla 2,85 kat artmistir (Sekil 3.15)
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Sekil 3.15 Koklerdeki APX ekspresyonu degisimi

APX ekspresyonuna ait cihazdan alinan amplifikasyon ve erime egrisi gorintileri
alinarak reaksiyon sirasinda APX genine ait tek gen bdlgesinin ¢ogaldigi gosterilmistir

(Sekil 3.16, Sekil 3.17)
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Sekil 3.16 APX genine ait amplifikasyon egrisi

35



Melt Peak
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Temperature, Celsius

Sekil 3.17 APX genine ait erime noktasi egrisi

3.4 Korelasyonlar

Cizelge 3.2 Morfolojik dlgtimler ile enzim aktiviteleri arasindaki korelasyon

Morfoloji CAT CAT SOD SOD APX APX
Aktivitesi  aktivitesi  Aktivitesi - Aktivitesi- Aktivitesi - Aktivitesi -
- Kok -Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak

Cimlenme (%) -0,344 0,321 -0,275 0,178 -0,492 0,570

Kok Uzunlugu -0,053 0,310 0,313 -0,761 0,218 0,833**

Govde 0,060 0,159 0,472 0,826* 0,297 0,733

Uzunlugu

Tablodaki degerler korelasyon katsayisidir.

**Korelasyon 0,01 seviyesinde 6nemli.
* Korelasyon 0,05 seviyesinde 6nemli.
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Cizelge 3.3 Morfolojik 6lglimler ile gen ifadeleri arasindaki korelasyon

Tablodaki degerler korelasyon katsayisidir.

Morfoloji CAT gen CAT gen SOD gen SOD gen APX gen APX gen
ifadesi - ifadesi- ifadesi - ifadesi - ifadesi - ifadesi -
Kok Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak

Gimlenme (%) 0,633 0,483 0,056 -0,263 -0,606 0,417

K6k Uzunlugu 0,686 0,915 * 0,731 -,995 ** 0,584 0,038

Govde Uzunlugu 0,523 0,812 0,868 0,941* -0,652 0,198

**Korelasyon 0,01 seviyesinde 6nemli.

* Korelasyon 0,05 seviyesinde énemli.

Cizelge 3.4 Enzim aktiviteleri ile gen ifadeleri arasindaki korelasyon

Aktivite CAT gen CAT gen SOD gen SOD gen APX gen APX gen
ifadesi ifadesi ifadesi ifadesi ifadesi ifadesi
Kok Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak

CAT aktivitesi - -0,239 0,374 -0,806** -0,273 -0,707 0,574

Kok

CAT aktivitesi- -0,006 -0,201 -0,165 0,400 -0,386 0,040

Yaprak

SOD aktivitesi- 0,032 -0,071 0,765* -0,233 -0,159 -0,440

Kok

SOD aktivitesi- -0,416 -0,447 -0,835** 0,714 0,262 0,181

Yaprak

APX aktivitesi- 0,102 -0,144 0,451 -0,170 0,294 -0,104

Kok

APX aktivitesi- 0,952**  0,825** 0,522 -0,845** -0,470 0,440

Yaprak

Tablodaki degerler korelasyon katsayisidir.

**Korelasyon 0,01 seviyesinde énemli.
* Korelasyon 0,05 seviyesinde onemli.
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BOLUM 4

SONUC VE TARTISMA

Juglonun salatalikta tohum c¢imlenmesine etkisi hakkinda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, farkli konsantrasyonlari farkh etkiler olusturdugu gérilmdistir. 0,01
mM juglon konsantrasyonu kdk ve gévde uzamasini olumlu etkilerken 6zellikle 0,25 ve
0,50 mM juglon konsantrasyonlari hem kék hemde gévde uzamasini engellemistir. Kok
uzamasl gévdeye gbre daha olumsuz etkilenmistir.0,25 mM juglon kontrole gére yaklasik
%50 oraninda ve 0,5 mM juglon ise %70 oraninda kok uzamasini azaltmistir. Kok ve

govde uzunluklarini etkileme acisindan pozitif korelasyon tespit edilmistir.

Yapilan korelasyon testleri sonucunda ozellikle kdk uzunlugu ile APX enziminin
aktivasyonu, CAT ve SOD enzimlerinin gen ifadeleri arasinda pozitif korelasyon tespit
edilmistir. Bu durum; bitkinin kék uzunlugu arttikca maruz kaldigl juglonun artmasi ve

dolayh olarak da antioksidan enzimlerin ekspresyonunun artmasi ile iliskilendirilebilir.

Yapilan ¢alismalar allelokimyasallara maruz kalan bitkilerde oksidatif hasarin arttigini; bu
hasarin artmasi sonucunda da antioksidan enzim aktivitelerinde ve gen ifadelerinde artis
oldugunu g(’jstermig,tir.58 Bizim calismamizdaki veriler de bunu juglonun belli bir
konsantrasyonuna kadar desteklemistir. Ozellikle SOD enziminin yapraktaki aktivite
degerleri salatalik bitkisinin allelokimyasallarin  yarattigi oksidatif hasarla bir
konsantrasyona kadar miicadele ettigini ancak 0,25 mM ve 0,5 mM
konsantrasyonlarinin bitkide yarattigi ve morfolojik olarak da godzlemlenen hasardan
dolayi oksidatif hasarla miicadelede Uretilen antioksidan enzimlerin Uretilmedigini ya da

aktivasyonunun sifir dliizeyine distigia gézlemlenmistir.
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Bir diger allelokimyasal calismasi sonucunda da yliksek konsatrasyonlarda bitki bliyiime
gelismesi baskilandigindan antioksidan enzim aktivitesinde ve gen ifadelerinde disus
gozlemlenirken; diisik konsantrasyonlarda allelokimyasala maruz kalan bitkilerde bitki
savunma sisteminin daha aktif oldugu ve antioksidan enzim seviyesinde artis
géizlemlenmigtir.59 Bu calisma verileri ile bizim calismamizin verileri ile uyumluluk

gostermistir.

Antioksidan enzimlerden SOD’un gen ifadesi (izerine juglonun etkisi yaprakta ve kokte
kontrolle kiyaslandiginda dikkate deger bir artis veya azalma gorilmemistir. APX gen
ifadesi juglon tarafindan yine dikkate deger bir degisim gostermemistir. CAT ise gen
ifadesi kokte 0,5 mM juglon tarafindan kontrole gore 9 kat azaltilmistir. Diger
konsantrasyonlarda da bir azalma olmakla birlikte ¢ok dikkat ¢eken bir azalma degildir.
Literatlire baktgimizda juglonun bu enzimlerin gen ifadesi Uzerine etkisi ile ilgi bir
calismaya rastlanmamistir. Sadece antioksidanlarda Glutatyon transferaz enziminin gen
ifadesi Gzerine etkisi hakkinda bir ¢calisma mevcuttur.®

Buna gore juglon misir fidelerinin kdk ve koleoptil dokularinda 0,0001-0,01 mM arasi 5
farkli konsantrasyonda uygulandiginda artan konsantrasyona gore lineer sekilde gen
ifadesinin de arttigi ve 0,01 mM da en yiksek gen ifadesi artisi belirlenmistir. Bizim
calismamizda ise bu enzim ¢alisiimamis olmakla beraber ayni gruptan diger enzimler
calisiimis ve genelde antioksidan enzimlerin gen ifadeleri juglon tarafindan azaltilmistir.
Ancak bu azalma ¢ok kayda deger bir azalma degildir. Onceki calismayla bu ¢alismanin
farkli ¢ikmasi calisilan bitki tirlerinin ve juglon konsantrasyonlarinin farkindan

kaynaklanabilir.

Juglonun allelopatik etkisinin sebebi bu sonuglardan gikarilabilir. Juglon antioksidan
enzimlerin gen ifadesini baskilayarak serbest radikallerle micadeleyi de dolayl yoldan
inhibe ederek bitkinin savunma sistemini zayiflatarak etkisinin gosteriyor olabilir. Bu da

bitkide strese karsi savunma gelistirme sansini distrerek bitkiyi olumsuz etkileyebilir.
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