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Oz
Bu c¢alismada, Bryum argenteum, Imbribryum mildeanum, Ptychostomum imbricatulum (I, 1I),
Ptychostomum moravicum (I, 11, 111) ve Ptychostomum capillare tiirlerindeki okside glutatyon (GSSG) ile

rediikte glutatyon (GSH) miktarlar1 Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihaziyla
belirlenmistir. Tiirlerin GSH ve GSSG miktarlar1 sirastyla; Bryum argenteum 232.70 + 13.40 ug/g ve 4,22
+ 1.20 pg/g; Imbribryum mildeanum 135.55 + 6.66 pg/g ve 26.97 + 2.50 ng/g; Ptychostomum
imbricatulum (1) 107.44 + 8.71 pg/g ve 153.05 + 9.85 pg/g; Ptychostomum imbricatulum (1) 207.97 +
13.58 pg/g ve 107.67 + 4.55 ng/g; Ptychostomum moravicum (1) 172.89 + 6.35 ug/g ve 12.53 + 2.59
ug/g; Ptychostomum moravicum (I1) 172.15 £ 6.62 ug/g ve 20.48 + 2.54 pg/g; Ptychostomum moravicum
(1) 176.84 + 6.49 ng/g ve 28.86 + 4.59 pg/g ve Ptychostomum capillare 234.38 + 5.79 ng/g ve 6.58 +
1.91 pg/g olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, Bryaceae familyasina ait bu tiirlerin, Glutatyon (GSH ve
GSSG) miktarlar1 bakimindan ¢ok iyi birer kaynak olduklarini gostermistir. Yiiksek glutatyon
iceriklerinden dolay1 bu familya ve tiirlerinin, antioksidan 6zellikte bitkiler olduklar1 ve ¢esitli alanlarda
ham madde kaynagi olarak kullanilabilecekleri sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Briyofit, Bryaceae, Glutatyon, HPLC.

Comparing of Glutathione Levels of Some Bryaceae (Bryophyta) Species

Abstract
In this study, Reduced Glutathione (GSH) and Oxidized Glutathione (GSSG) levels of Bryum argenteum,
Imbribryum mildeanum, Ptychostomum imbricatulum (I, II), Ptychostomum moravicum (I, Il, I11) and

Ptychostomum capillare were determined with High-performance Liquid Chromatography (HPLC). GSH
and GSSG levels of species were determined as Bryum argenteum 232.70 + 13.40 ug/g ve 4,22 £ 1.20
pg/g; Imbribryum mildeanum 135.55 + 6.66 ug/g ve 26.97 + 2.50 pg/g; Ptychostomum imbricatulum (1)
107.44 + 8.71 ng/g ve 153.05 £ 9.85 ng/g; Ptychostomum imbricatulum (1) 207.97 £+ 13.58 pg/g ve
107.67 + 4.55 pg/g; Ptychostomum moravicum (1) 172.89 + 6.35 pg/g ve 12.53 + 2.59 pg/g;
Ptychostomum moravicum (I1) 172.15 + 6.62 pg/g ve 20.48 + 2.54 pg/g; Ptychostomum moravicum (I11)
176.84 + 6.49 ng/g ve 28.86 + 4.59 pg/g ve Ptychostomum capillare 234.38 + 5.79 ug/g ve 6.58 + 1.91
ng/g respectively. These results showed that these bryophyte species belonging to the Bryaceae family
are very good sources of glutathione (GSH and GSSG). Due to their high glutathione content, it has been
concluded that the family and species are antioxidant plants and can be used as raw material in various
fields.
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1.Giris

Fizyolojik aktivitenin dogal iiriinii olan serbest
radikalleri, organizma dogustan kazandigi ¢ok
hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge
olarak tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya
calisir. Dengenin bozulmas: oksidatif strese yol
acar (Diindar ve Aslan, 1999). Oksidatif stres
sonucu serbest radikaller meydana gelir. Serbest
radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamig
elektron iceren atom veya molekiillerdir. Bu
radikaller bir¢ok patobiyolojik olaylarda rol
oynamaktadirlar. Iltihabi hastaliklar, otoimmun
hastaliklar, kanser, radyasyon hasar, goz
rahatsizliklari, yaslanma, Alzheimer hastaligi,
diyabet ve birgok kimyasal maddenin toksisite
gostermesinde  serbest  radikallerin  etkili
olabilecegi belirtilmistir (Cheeseman ve Slater,
1993). Bitkilerde tipki insanlar gibi oksidatif
strese maruz kalmaktadirlar. Oksidatif stresin
zararlarina karsi Dbitkilerde birgok molekiiler
cevap mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bitkilerde
stres kosullarina karsi olusan molekiiler cevap
mekanizmalari; makromolekiillerin ve iyonlarin
homeostasisi, koruyucu molekiillerin sentezi,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve
detoksifikasyon olmak iizere ¢ grupta
toplanabilir. Ayrica bitkilerde strese kars1 verilen
cevaplardan bir digeri ise; diisiik molekiiler
agirlikli  ¢6ziinen maddeler veya ozmolitler
(sekerler, polioller, prolin gibi aminoasitler), 1s1
soku proteinleri (Heatshock) ve LEA proteinleri

(ge¢ embriyogenez bagimli proteinler) gibi farkl
ozel proteinlere dayanmaktadir (Biyik ve ark.,
2012).

Bu koruyucu molekiillerden  birisi  de
glutatyondur.  Glutatyon  (y-glutamilsistein
glisin), organizmada tiyol grubu iceren, diisiik
molekiil agirlikli 6nemli bir tripeptiddir (Nelson
ve Cox, 2000; Shibata ve ark.,, 2003).
Glutatyonlarin,  bitki  dokularinin  sitozol,
endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri,
kloroplast, peroksizom gibi neredeyse biitiin
hiicre kisimlarinda bulunduklart bildirilmistir
(Jimenez ve ark., 1998; Raush ve Wachter,
2005). Glutatyonun; Rediikte glutatyon (GSH) ve
Okside glutatyon (GSSG) olmak iizere birbirine
doniisimli.  iki formu vardir. Glutatyon,
peroksidaz  enzimi tarafindan katalizlenen
reaksiyonla rediikte formdaki glutatyon (GSH)
hidrojen  peroksit veya lipit peroksitlerle
reaksiyona girerek bu molekiillerin
detoksifikasyonunda yer alirken kendisi baska
bir glutatyon molekiililyle disiilfit kopriisii
olusturarak okside glutatyon (GSSG) formuna
doniiglir. Hiicre i¢inde serbest radikallerin
detoksifikasyonunun siirdiiriilmesi ic¢in okside
glutatyonun rediikte formuna geri doniismesi
gerekir. NADPH in kullanildig1 bir reaksiyonla
tekrar glutatyon rediiktaz enzimi ile tekrar
rediikte glutatyon formuna cevrilir (Akkus, 1995;
Onat ve ark., 2002).

Glutatyon Peroksidaz

2GSH + H,0,

> 2H,0 + GSSG

2H,0 + GSSG

NADPH+H+—NADP+

2GSH

Glutatyon Rediiktaz

Briyofitler; kiigiikk boyutlartyla fazla goze
carpmayan, diinya {lizerinde tohumlu bitkilerden
daha fazla yayilis alanina sahip bitkilerdir
(Cangiil, 2010). Su hayatindan karasal habitatlara
gecgiste Oncli olan bu Dbitkiler, diinyadaki
biyolojik ¢esitliligin olusmasinda ¢ok biiyiikk bir
oneme sahiptirler. Evrimsel agidan alglerden ve
mantarlardan daha yiiksek, egrelti ve cicekli
bitkilerden daha ilkel bir seviyede bulunurlar
(Abay ve Kamer, 2010).

Yapilan literatiir taramalarinda Tiirkiye’de
briyofitlerle  yapilan ¢aligmalarin ~ ¢ogunun
briyofloristik oldugu belirlenmistir. Ozellikle
briyofitlerin glutatyon (GSH ve GSSG) igerikleri
ile ilgili caligmalar yok denecek kadar azdir. Bu
caligmada, Bryaceae familyasina ait baz tiirlerin
indirgenmis glutatyon (GSH) ve ylikseltgenmis

glutatyon (GSSG) miktarlar1 belirlenerek, hem
ayni familyaya ait tir karsilastirmalarinin
yapilmast hem de briyofitlerin glutatyon
analizleri ile ilgili yapilacak diger ¢aligmalara
temel olusturulmasi amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Bu c¢alismada materyal olarak, Elazig ili Baskil
ilgesinin  farkli substrat ve lokalitelerinden
toplanan Bryaceae familyasinin, Bryum
argenteum Hedw., Imbribryum mildeanum (Jur.)
J.R. Spence, Ptychostomum imbricatulum (Miill.
Hal) Holyoak & N. Pedersen (I, II),
Ptychostomum moravicum (Podp.) Ros &
Mazimpaka (1, Il, 111) ve Ptychostomum capillare
(Hedw.) Holyoak & N. Pedersen tiirleri
kullanilmugtir (Tablo 1; Sekil 1).
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Tablo 1. Calismada yer alan Bryaceae tiirleri ve lokalite bilgileri

Familya Tiir Substrat GPS Kaydi Sekil 1
Bryum argenteum Toprak tizeri N 38°27'21. 43", E 038°51'15. 21" a
Imbribryum mildeanum Toprak iizeri N 38°35'45. 17", E 038° 55'31. 45"
Ptychostomum imbricatulum (1) Toprak iizeri N 38°35'45. 17", E 038° 55'31. 45" c

Bryaceae Ptychostomum imbricatulum (I1) Toprak iizeri N 38°2721.43", E 038° 51'15. 21"
Ptychostomum moravicum (I) Toprak tizeri N 38°35'45. 17", E 038° 55'31. 45" d
Ptychostomum moravicum (I1) Toprak iizeri N 38°35'18. 63", E 038° 55'21. 07"
Ptychostomum moravicum (111) Agag govde lizeri | N 38°35'18. 63", E 038° 5521. 07"
Ptychostomum capillare Toprak iizeri N 38°28'37. 34", E 038° 50'20. 55" e

s \-o,\.;‘_‘ s
Bryum argenteum (seffu, 131)m Imbribryum mildeanum (Jur.) J.R. Spence.
(URL1; Sekil, 1b)

¢

Ptychostomum imbricatulum Ptychostomum moravicum
(Miill. Hal.) Holyoak & N. Pedersen. (Sekil, 1c) (Podp.) Ros & Mazimpaka. (Sekil, 1d)

Ptychostomum capillare
(Hedw.) Holyoak & N. Pedersen (Sekil, le)
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2.2. Metot

Materyallerdeki GSH ve GSSG miktarlarinin
tayini igin; briyofit 6rneklerinden yaklasik 0,5
gram tartilarak polietilen tiiplere alinmigtir. Her
bir tiip tizerine 1 mL 0,5 M HCIO, ilave edilerek
karsilastirilmistir. Daha sonra bu 6rneklere 4 mL
saf su ilave edilerek tekrar karistirilarak 4500
rpm de 10 dakika santrifiijlenip asilt1 partikiiller
coktiirilmistiir. Orneklerdeki GSH ve GSSG
miktarlarim1  belirlemek i¢in  santrifiijlenen
stiziintiinlin, st kismindan 20 plL alinarak
HPLC’ye  enjekte  edilmistir. HPLC’de
NUCLEODUR 100-5 C-8 kolonu ve hareketli
faz olarak da ¢oziiciisi % 0,1 HsPO, olan 50
mM’lik  NaClO;  ¢ozeltisi  kullamlmustir.
Hareketli fazin akis hizi: 0,6 mL/dk ayarlanarak
215 nm’de GSH ve GSSG tayin edilmistir
(Dawes ve Dawes, 2000). Numune analizleri CE
1100 Series Merck Hitachi UV Detector L-4000

tipi HPLC  (Yiksek Performansli  Sivi
Kromatografi) cihaziyla yapilmistir.

Calismada kullamilan tim kimyasallar analitik
saflikta olup tiim analizlerde bidistile su
kullanilmastir. Numune miktarlarinin
hesaplamalarinda GSH ve GSSG standart
grafiklerinden faydalanilmistir. Ayrica analizler
ti¢ farkli 6rnek iizerinden paralel yiiriitiilmiis ve
verilerin aritmetik ortalamasi ile standart sapmasi
hesaplanmuistir.

3. Bulgular

Bryaceae familyasinin, Bryum argenteum,
Imbribryum mildeanum, Ptychostomum
imbricatulum (1, 1), Ptychostomum moravicum
(1, 1, 1) ve Ptychostomum capillare tiirlerine ait
HPLC cihaziyla olgiilen glutatyon miktarlari
asagidaki gibidir (Sekil 2, 3; Tablo 2).

Tablo 2. Bryaceae tiirlerine ait GSH ve GSSG miktarlari

Tiir Indirgenmis Glutatyon Yiikseltgenmis Glutatyon
(GSH) (ng/g) (GSSG) (ng/g)

Bryum argenteum 232.70 £13.40 4.22+1.20

Imbribryum mildeanum 135.55+6.66 26.97 £ 2.50

Ptychostomum imbricatulum (1) 107.44 £8.71 153.05 + 9.85

Ptychostomum imbricatulum (11) | 207.97 + 13.58 107.67 +=4.55

Ptychostomum moravicum (1) 172.89 +6.35 12.53 £2.59

Ptychostomum moravicum (I1) 172.15 +6.62 20.48 + 2.54

Ptychostomum moravicum (I11) 176.84 + 6.49 28.86 + 4.59

Ptychostomum capillare 234.38 +£5.79 6.58 + 1,91
4. Tartiyma ve Sonu¢ orman  ekosistemi  igerisindeki  ekolojik
Faydal:  bitkiler, insanoglunun ¢ok eski gorevlerinin yanit sira, ekonomik olarak da
zamanlardan beri ilgisini ¢ekmektedir (Baytop, degerlendirilmesi  diisiiniilmelidir. ~ Ozellikle
1984). Fakat iilkemizde bitkilerden yararlanma giinlimiizde  briyofitlerin;  bahgecilikte, yap1

konusunda yapilan c¢aligmalar, diger iilkelerde
yapilan ¢aligmalarla kargilagtirildiginda yetersiz
oldugu gozlenmektedir. Ulkemizdeki briyofit
zenginligine bakildiginda; sadece briyofitlerin

endiistrisinde, ev ile ilgili gesitli alanlarda, hava
kirliliginin tayininde, ticari iiriinlerin yapiminda,
tipta, eczacilikta ve yiyecek olarak kullanildig
bildirilmistir (Abay, 2006).

300 ~

250 -

200 4

150 -

Miktar (ng/g)

100 -

50 1

Bryum Imbribryum

argenteum mildeanum

Ptychostomum Ptychostomum Ptychostomum Ptychostomum Ptychostomum Ptychostomum
imbricatulum

imbricatulum

moravicum moravicum moravicum capillare

Sekil 2. Bryaceae tiirlerinin GSH miktarlari
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Miktar (ng/g)
2

mGS56

argenteum  mildeanum

Bryum Imbribryum  Pychostonum Ptychostomum Ptychostomum  Ptychostonum Ptychostorum  Ptychostorum
imbricatulum  imbricatulum

fnom@Evicum fomavicum moravicum capillare

Sekil 3. Bryaceae tiirlerinin GSSG miktarlari

Bitkiler, tipki diger canlilar gibi yasadiklar
ortam kosullarindan dolay1 stres ile karsi
kargiyadirlar. Bu stres kosullari sonucu olusan
serbest radikallerin zararlh etkileri, baz1 maddeler
tarafindan azaltilmakta veya tamamen ortadan
kaldirilmaktadir (Karabulut ve Gilay, 2016).
Ozellikle glutatyonun, bitkilerde oksidatif strese
kars1 rolii olan en 6nemli metabolitlerden oldugu
gozlenmistir.  Ayrica  glutatyonun  bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalarda en bol
bulunan intraselliiler tiyol oldugu bildirilmistir
(Kidd, 1997). Diger bitki gruplarinda oldugu gibi
briyofitler de kiigiik yapilarina ragmen icerdikleri
birgok sekonder metabolit sayesinde
habitatlarindaki abiyotik ve biyotik etmenlere
karst kendilerini koruyabilmektedirler
(Tiirky1lmaz Unal ve ark., 2017).

Yapilan literatiir taramasinda, briyofitlerde
glutatyon analizi ile ilgili ¢ok fazla c¢alismaya
rastlanilmamis  olup  Atrichum, Dicranum,
Mnium, Polytrichum ve Sphagnum gibi baz
briyofit cinslerinin antimikrobiyal aktiviteye
sahip olduklar1 bildirilmistir (Elibol, 2010; Basile
ve ark., 1999; Glime ve Saxena, 1990). Ayrica,
briyofitlerin yapilarinda antimikrobiyal etkiye
neden olan aromatik bilesikler, terpenoitler ve
yag asitleri bulundugu yapilan arastirmalarda
belirlenmistir. Ancak briyofitlerin yapilarindaki
glutatyon ve miktarlar1 hakkindaki caligmalarin
yok denecek kadar az oldugu gorilmiistiir.
Yapilan bu ¢alisma ile, Bryaceae iiyelerinin GSH
ve GSSG miktarlari, sirasiyla; Bryum argenteum
23270 + 13.40 pg/g ve 4,22 £ 1.20 pg/g;
Imbribryum mildeanum 135.55 + 6.66 pg/g ve
26.97 + 2.50 pg/g; Ptychostomum imbricatulum
(1) 107.44 + 8.71 pg/g ve 153.05 £ 9.85 pg/g;
Ptychostomum imbricatulum (11) 207.97 + 13.58
ug/g ve 107.67 + 4.55 ng/g; Ptychostomum

moravicum (I) 172.89 + 6.35 ug/g ve 12.53 +
2.59 ng/g; Ptychostomum moravicum (I1) 172.15
+ 6.62 ng/g ve 20.48 £ 2.54 pg/g; Ptychostomum
moravicum (I11) 176.84 + 6.49 pug/g ve 28.86 +
4.59 ug/g ve Ptychostomum capillare 234.38 +
5.79 pg/g ve 6.58 = 1.91 ng/g’dir. Yapilan diger
bir ¢alismada ise; Pottiaceae iiyesi Syntrichia
ruralis (Hedw.) F. Weber & D. Mohr. ve
Syntrichia  montana  Nees.  taksonlarinin
indirgenmis glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis
glutatyon (GSSG) miktarlart incelenmis, sirast
ile 81.90 £ 5.68 pg/g, 25.28 £2.28 pg/gile 13.04
+ 1.74 p g/g, 568 = 1.02 pg/g oldugu
bildirilmistir (Coteli ve ark., 2017). Bu veriler,
Pottiaceae familyasina ait tiirlerin glutatyon
miktarlarinin Bryaceae familyasina ait tiirlerin
glutatyon miktarlarindan daha diisiik oldugunu
gostermektedir. Ayrica Bryaceae tiirlerinin
glutatyon miktarlar1 bakimindan zengin igerige
sahip olduklar1 sdylenebilir. Bryaceae tiirlerinin
analiz sonuglarina bakildiginda; toplam GSH ve
GSSG miktarlar1 bakimindan en zengin tiirlin
Ptychostomum imbricatulum tiiriine ait oldugu
tespit edilmistir. Toprak {izerinde alinan bu
tiirin, diger tiirlere oranla daha yiiksek miktarda
GSSG igerdigi belirlenmistir. Ayrica bu tiiriin,
GSSG miktarmin yiiksek olmasimin nedeni,

toplandigi habitatin ozelliklerinden
kaynaklanmig olabilecegi ihtimalini de akla
getirmektedir. Ptychostomum moravicum

tiriiniin ~ glutatyon miktarlarma bakildiginda;
tirtin ~ toplandigr  istasyon ve habitatinda
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Ozellikle
agac govdesi lizerinde toplanan briyofit tiirline
ait glutatyon miktarinin, toprak iizerinden
toplanandan daha fazla oldugu belirlenmistir.
Agac iizerinde toplanan Orneklerdeki yiiksek
glutatyon miktarlarinin, yasadig1 ortamdaki stres
faktorleri ile ilgili oldugu yani tiirin yagamasi
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icin gerekli olan nem kosullarindan uzak olmasi
ile agiklanabilir. Ciinkii genel olarak bitkiler
yasamlar1 boyunca tuzluluk, kuraklik, kirlilik,
nem, sicak, soguk gibi bir¢ok faktorle karsi
karsiyadirlar. Bu faktorler yiiziinden normal
bitylimelerinin ve gelisimlerinin olumsuz yénde
etkilendikleri bildirilmistir (Karabulut ve Giilay,
2016).

Bryum argenteum ve Ptychostomum capillare
tiirlerinin glutatyon miktarlart
karsilastirildiginda; degerlerin birbirlerine yakin
oldugu  belirlenmistir. ~ Ancak  glutatyon
miktarlarindaki kiigiik farkliligin sebebinin; hem
briyofit  tiirlerinin hem de toplandiklar
habitatlarin  farkli olmasindan kaynaklanmig
olabilecegi sdylenebilir.

Sonu¢ olarak; Bryaceae familyasinin; Bryum

argenteum, Imbribryum mildeanum,
Ptychostomum imbricatulum (@, i),
Ptychostomum moravicum (I, 1, 1ll) wve

Ptychostomum capillare tiirlerinin  glutatyon
(GSH, GSSG) miktarlar1 bakimindan zengin
bitkiler olduklar1 s6ylenebilir. Bu familya tiirleri
arasindaki farkliliklarin; Ozellikle briyofitlerin
yetistikleri ortamlardaki nem, rakim ve iklim
kosullarindan  kaynaklanmig olabilecegi ile
aciklanabilir. Yiksek glutatyon igeriklerinden
dolay1r, Bryaceae familyasina ait tiirlerin
antioksidan  Ozellikte  olduklart  ve  bu
Ozelliklerinden  dolayr  gesitli alanlarda
kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir.
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