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Soya Bitkisindeki Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi ve mRNA Seviyesinin
Kuraklik Stresinde Salisilik Asit ile Degisimleri
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Oz

Bu caligma, kuraklik stresi ve salisilik asitin (SA) soya bitkisindeki etkilerini degerlendirmek icin
gerceklestirilmigtir. Bu amagla, su stresine maruz birakilan soya bitkisindeki SA, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
glutatyon rediiktaz (GR) enzimi arasindaki iliski incelenmistir. Soya fasulyesi (Glycine max L. cv.) bitkileri serada
kum tepsilere ekilerek biiyiitiilmiistiir. Ikinci yaprak tamamen ¢iktiginda bitkilerin yaris1 bir hafta siireyle kurakliga
maruz birakilmstir. Bir haftanin sonunda hem kontrol hemde kuraklik stres gruplart SA (200 pmol/L) ile muamele
edilmis ve iki giin sonra tiim gruplardan kesimler alinmistir. Kontrol, kontrol+SA, kuraklik, kuraklik+SA
muameleli yapraklarda glutatyon rediiktaz aktivitesi ve mRNA seviyeleri l¢iilmiistiir. Bu ¢alismada, 200 umol/L
SA muamelesi kontrol sartlarinda GR aktivitesini 6nemli 6lgiide artirmistir. Kuraklik muameleli yapraklarda,
kontroller ile karsilastirildiginda, GR enzim aktivitesinin artti§i gozlenmistir. Ancak su stresi altinda SA
muamelesi ile GR enzim aktivitesi onemli 6l¢iide azalmigtir. GR enzimini kodlayan genlerin transkripsiyon
seviyeleri real-time PCR (Polimeraz zincirleme tepkimesi) kullanilarak olgiilmiistir. SA muamelesi kurakliga
maruz kalan soya yapraklariin GR-RNA seviyelerini hizli bir sekilde azaltmistir.
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Glutathione Reductase Activity in Soybean Plants and Changes in mRNA
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Abstract

This study was carried to evaluate the effect of drought stress and salicylic acid (SA) treatments in soybean plants.
Soybean (Glycinemax L. cv.) plants were grown to sown in trays of sand in greenhouse. When the second leaf
was fully expanded, half of the plants were exposed to drought stress for one week. At the end of one week, half
of the plants in the both control and drought stress groups were treated with SA (200 pmol/L) and two days later
was taken cuttings from the whole. The activities of glutathione reductase (GR) and levels of mMRNA have been
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measured in control, control-SA treatment, drought treament and drought-SA treatment leaves. In this study, 200
pmol/L SA treatment significantly has been increased GR activity in control conditions. Drought treated leaves
have been observed elevated in the activities of the GR enzyme, compared to controls. But, under medium water
deficit, GR activity significantly reducing with SA treatment. The transcript levels of the genes encoding GR
enzyme have been measured using quantitative real-time PCR (Polymerase Chain Reaction). SA treatment has
decreased rapidly GR -RNA levels of soybean leaves exposed to drought stress.
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1.Giris

Bitkiler, biiyiime ve gelismeyi olumsuz sekilde
etkileyen, bitki kalitesinin ve miktarinin azalmasina
neden birgok abiyotik stres faktorlerini tolere etmek
ve olumsuz kosullarda hayatta kalabilmek icin ¢esitli
adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmiglerdir [1,2].
Bitkilerde kuraklik stresi ile oksidatif stresin arttig1
bilinmektedir. Hiicresel diizeyde, hidrasyondaki bir
azalmanin ve siiperoksit anyonu (O2¢), hidrojen
peroksit (H202), hidroksil radikali (*OH) gibi
reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) gozlenen artisin
membran ve proteinlere zarar verebilecegi
belirlenmistir [3,4]. Bitkiler, hiicrelerini oksidatif
hasardan koruyan antioksidan sistemlere sahiptir. Bu
sistemlerin basinda antioksidan enzimlere gelir.
Bitki hiicreleri, glutatyon rediiktaz (GR), sliperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve askorbat
peroksidaz (APX) gibi enzimatik ve enzimatik
olmayan kompleks bir antioksidan sistem tarafindan
korunur. Bircok bitki ile yapilan c¢aligsmalarda
antioksidan aktivite ve stres toleransi arasinda gok
yakin iligki oldugu saptanmistir [5,6]. Bu sikliideki
enzimlerden APX ve GR, yesil yapraklardaki H202
detoksifikasyonundan sorumludur. GR'in stres
sirasinda indirgenmis glutatyon havuzunun (GSH)
korunmasinda merkezi bir role sahip oldugu
bilinmektedir [7]. Daha dnce yapilan galismalarda
bazi1 bitki tiirlerindeki antioksidan enzim seviyeleri
kuraklik stresine bagli olarak belirlenmek istenmis,
enzim aktivitelerinin bazi maddelerle degisimleri
izlenmistir. Soya bitkisindeki bazi antioksidan
enzim seviyeleri kuraklik ve diger stres kosullarinda
arastirllmis ve bu enzimlerin bazi maddelerle
degisimleri izlenmistir [3,4,8]. Daha 6nce farkli bitki
tirlerinde yapilan c¢aligmalarda kuraklik stresi
kosullarinda  antioksidan  enzimlerin mRNA
diizeyinde degisimleri belirlenmemis olmasi bizi bu
calismaya yoOneltmistir. Soya bitkisi ile yaptigimiz
bu c¢aligmada, indirgenmig glutatyonun (GSH)
korunmasinda ve oksitadif reaksiyon iiriinlerinin
uzaklagmasinda 6nemli bir role sahip oldugu kabul
edilen GR enziminin kuraklik stresinde, hem aktivite
hem de transkripsiyon diizeyindeki degisimi
arastirilarak kurakligin GR enzim mekanizmasini
nasil etkiledigi sorusuna cevap aranmak istenmistir.
Ayrica bu siiregte bir bitki hormonu olan SA’nin rolii
belirlenmeye calisilmis ve enzim lizerindeki etkisi
izlenmistir.

Soya ekonomik olarak dnemli bir besindir. Zengin
bir antioksidan igerigine sahip olan ve kullanim alan1
cok genis olan soyadaki antioksidan enzimlerin
kuraklikla indiiklendigi ve arttig1 bilinmektedir. Bazi
bitkilerde, kuraklik, tuz, ozon, yiiksek 151k ve soguk
gibi farkli stres kosullarinda [9] GR enzim
aktivitelerindeki degisimler belirlenmistir. Daha
once soyadaki GR enzim aktivitesinin ve GR
transkripsiyon seviyesinin kuraklikla degisiminin
hi¢ caligitlmamis olmasi ve enzim diizeylerinin
kuraklikta SA ile degisimlerinin belirlenmemis
olmasi1 ve 6zellikle yine kuraklik stresi kosullarinda
GR enziminin mRNA dizeyinde SA ile
degisimlerinin belirlenmemis olmasi nedeniyle bu
calisma planlanmis ve gerceklestirilmistir. Calisma
neticesinde, kuraklik stresine maruz birakilan soya
yapraklarinda ki GR enzim aktiviteleri ve mRNA
seviyelerindeki degisimler ve bu degisimlerin
SA’dan nasil etkilendigi belirlenmis ve elde edilen
sonuglar degerlendirilmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi

Soya tohumlar1 (Glycinemax L. cv.) belirlenen
sartlarda kum ile dolu plastik kaplar i¢ine ekildi
(Biyliime sartlar;; 14-s 151k, gilin/gece sicakligi-
25°C/20°C, photonfluxdensity 300 uM-m-2 -s-1)
[3]. Ekim sonrasinda ilk 10 giin boyunca tohumlar
bir Hoagland besi soliisyonu ile her giin sulanarak iki
gercek yaprak ¢ikincaya kadar biiyiitiildii ve sonra
stres uygulamalarma gegildi. Stres uygulamalarinda
oncelikle bitkiler iki gruba ayrildi. Bir grubu kontrol
amagh tutuldu ve normal su ile sulanmaya devam
edildi. Diger gruptakiler ise 1 hafta siire ile susuz
birakildilar.1 hafta sonunda stres muameleli gruptaki
bitkilerin yaris1 200 uM SA ile muamale edildi ve 2
giin sonra tiim gruplardan kesimler alindi [10].
Kullanima kadar derin dondurucuda muhafaza
edildiler (-20 oC).

2.2. Glutatyon Rediiktaz Aktivite Tayini

Glutatyon rediiktaz (GR) (EC 1.6.4.2) aktivite tayini,
NADPH’1n oksidasyonunun 340 nm’de izlenmesi
esasina dayanmaktadir. Aktivite 6lglimii, 50 mM
potasyum fosfat (pH=7) tamponu, 2 mM Na2
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EDTA, 0.15 mM NADPH, 0.5 mM GSSG ve100 ml
enzim ekstrakti iceren karigimin 1ml’sinin 3 dk 340
nm’deki degisimi Ol¢iilerek yapildi [10].

2.3. RNA Izolasyonu ve Kantitatif Real-Time PCR

Kontrol, kontrol-SA muameleli, kuraklik muameleli,
kuraklik-SA  muameleli  yapraklarda gPCR

kullanilarak transkripsiyon seviyelerini belirlemek
icin Oncelikle soya bitkisine ait GR enzimi igin
primer amagli oligoniikleotidler dizaynedildi (Tablo
1). PCR reaksiyon sikliisii ayarlandi. Her bir 6rnek
icin reaksiyon 3 kez tekrarlandi. AACt hesaplamasi
kullanilarak referans gen GAPDH ile her bir 6rnek
icin degerler hesaplandi [17].

Tablo 1. Real time i¢in kullanilan GR gen primerleri

Primer

Sequence

GAPDH-forward

S-TCTCTCACCAACTTCCGCTAC-3

GAPDH- reverse

5-ACCAAACGGCCAATTCTTIC-3

GR- forward

5’-AGGGTAAGTCGGGCTCTCA-3’

GR-reverse-

5-CTTCCAGGCTCCCAACTGT-3

Total RNA Ureticinin kilavuzunda tanimlandig1 gibi
RNeasy kolonlar1 kullanilarak (Qiagen, Hilden,
Germany) bitki Orneklerinden izole edildi.
RNA’larin  konsantrasyonlar1  spektrofotometre
(Thermo Scientific, Multiskan GO, USA) ile
belirlendi. Transcriptor FirstStrand cDNA Sentez
Kiti (Roche) ile iiretici firmanin prokoliine uygun
olarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Biitiin
cDNA’lar kullanilincaya kadar -80 oC’de muhafaza
edildi. Spesifik gen-primerleri ile real-time (RT)-
PCR yapmak igin tireticinin 6nerilerine uygun olarak
Real-Time PCR belirleme sistemi kullanildi
(Qiagene, Rotor Gene Q) (Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2X)) [11]. Master
Mix optimize edilmis bir PCR tampon iginde
dNTP’leri ve Taq DNAPolimeraz (Maxima Hot
Start Tag DNA Polymerase) enzimini icermektedir.
Ornekler, 8 pmol konsantrasyondaki ileri ve
geriprimerler, 12.5 pl Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2X), Template DNA<500
ng/reaction, niikkleaz igermeyen sudan olusan 25
pl’lik bir reaksiyon karigimi i¢inde gogaltildi.

Biitiin primerler (Glutathione reductase forward
primer  (GR-forward), = GR-reverse  primer
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) forward primer, GAPDH reverseprimer)
Primer3 software programi kullanilarak tasarlanmig
(v.0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/) ve Metabion
(Germany) tarafindan sentezlenmistir (Tablo1). Her
bir o6rnek ii¢ kez test edilmistir ve sonuglar AACt
hesaplamalar1 kullanilarak GAPDH gen referanst ile
cDNA amplifikasyonuna benzer sekilde ¢cogaltilarak
normalize edilmistir.

Veriler, ortalamalar arasinda anlamli farkliliklarin
olup olmadigini belirlemek igin ANOVA (tamamen
randomize) kullanilarak analiz edildi.

3. Sonuglar ve Tartisma
3.1. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kontrol ve kuraklik kosullarinda biiyiitiilen soya
yapraklart SA ile muamele edilmis ve elde edilen
sonuglar degerlendirilmistir (Sekil 1). Bir haftalik
kuraklik muamelesi yapraklarda aktiviteyi kontrole
gore oldukea artirmustir (Sekil 1a). Zaten, kuraklik
stresinin bir¢ok bitkide GR aktivitesini arttirdigt
belirlenmistir [6,12]. Kuraklik muamelesi Thymus
daenensis (subsp. lancifolius) fidelerinde reaktif
oksijen tiirlerinin seviyesinde (ROS) ve es zamanli
olarak ta katalaz, peroksidaz, glutatyon reduktaz ve
polifenol oksidaz enzimlerinin aktivitelerinde artisa
sebep olmustur. Benzer bagka bir ¢caligmada da yine
kuraklik  stresi  uygulanan gen¢  domates
yapraklarinda askorbat peroksidaz, glutatyon
reduktaz  ve katalaz  aktivitelerinin  arttig
belirlenmistir [13,14].

SA muamelesi kontrol sartlarinda GR aktivitesini
artirmistir. Buna karsilik, kuraklik sartlarinda SA
muamelesi aktiviteyi azaltmigtir (Sekil 1b-c). Daha
once yapilan galismalarda bilindigi {izere SA’nin
strese yanitta 6nemli bir sinyal molekiil oldugu ve
stres kosullarindaki etkiyi hafiflettigi gosterilmistir
[15,16].
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Sekil 1. Soya yapraklarinda kuraklik (a), SA (b) ve kuraklik+SA (c) muamelelerinin GR aktivitesi iizerine
etkileri (P < 0.05).

3.2. SA ve Kuraklik Stresine Maruz Kalan Soya
Yapraklarinda GR Enzimine Ait Mrna
Seviyelerinin Degisimleri

Kontrol, kontrol-SA muameleli, kuraklik muameleli,
kuraklik-SA  muameleli  yapraklarda gPCR
kullanilarak transkripsiyon seviyeleri 6lgiilmils ve
ayrica  internal kontrol olarak GAPDH geni
kullanilarak ta benzer sonuglar izlenmistir. GR gen
ekspresyonu ile kuraklikta kontrole kiyasla mRNA
seviyesinin Onemli Ol¢lide arttigi  gdzlenmistir.
Benzer sekilde SA muamelesinin kontroliine kiyasla
yine mRNA seviyesini arttirdig1r belirlenmistir.
Ancak kuraklik kosullarinda SA mRNA seviyesinde
azalmaya neden olmustur (Sekil 2). Yapilan
calismalarda salisilik asitin gen ekspresyonunu
onemli degisimlere sebep oldugu gosterilmistir.
Arpada yapilmis bir ¢aligmada SA'min katalaz
aktivitesi ve gen ekspresyonu iizerindeki etkileri
incelenmis ve yiiksek SA konsantrasyonunun
katalaz aktivitesini inhibe ettigi, mRNA seviyelerini
de 6nemli dlgiide azalttig1 gosterilmistir [18,19].

SA’nin ROS olusumu ile ilgili oldugu ve GR gibi
antioksidan  enzimlerin  yirittigli  koruyucu
reaksiyon serilerinde 6nemli bir sinyal molekiil
olarak rol aldig1 biliniyor [13,19]. Bu yiizden, bu
calismanin  sonuglarindan ve daha  Onceki
caligmalardan  goriildigiic gibi SA’min ROS
olusumunun engellenmesini saglayacak bir gorev
iistlenebilecegini sdyleyebiliriz. Sonug¢ olarak bu
calisma ile, bitkileri etkileyen birgok stres faktorii
gibi kurakligin da soyada sebep oldugu fizyolojik
degisimler izlenmis ve SA’in kuraklik stresine
yanit1 gosterilmistir.

0,1

0,08

0,06

0,04
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0,02

Kontrol  Kontrol +SA  Kurak Kurakt+SA

Sekil 2. Soya yapraklarinda kuraklik ve SA
muamelesinin mRNA seviyesi {izerine etkileri (P <
0.05).
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