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OZET

TUZ STRESINE MARUZ BIRAKILAN CELTIK (Oryza sativa L.) CESITLERINDE
RADIKAL SONDURME VE ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIVITELERI

DOKTORA TEZI
Pimmar ORCAN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

2017

Bu calismada, kontrollii kosullar altinda yetistirilen geltik (Oryza sativa) gesitleri 10
giin siire ile ii¢ farkli konsantrasyonda uygulanan tuz stres faktoriine maruz birakilmistir. NaCl
tuzlulugunun etkisi ile Gala, Edirne, Sumnu, Negis, Tunca ve Aromatik-1 geltik gesitleri ile 2
yerel popiilasyonun (Karacadag, Hazro) stres faktoriine karst vermis olduklar1 fizyolojik ve
biyokimyasal yanitlarda meydana gelen degisimler incelenmistir. NaCI (100, 200 ve 300 mM)
ile olusturulan stres kosullarinda, konsantrasyona bagli olarak degisen yanitlar ¢esitlerin hassas
veya tolerant seviyeleri ile iligkilendirilmis ve tuza dayanikli/hassas olan g¢esitler tespit
edilmisgtir.

Iki asamal1 olarak vyiiriitiilen ¢alismamizin birinci asamasinda, NaCl uygulamalarinin
etkisi ile kok-siirgiin uzunlugu, yaprak taze-kuru agirligi, yaprak zararlanma derecesi, bagil su
icerigi, pigment igerigi ve lipidperoksidasyon seviyelerinde meydana gelen degisimler
incelenmistir. Bagil su icerigi bakimindan yiiksek tuz konsantrasyonunda en az etkilenen
cesidin Tunca (%85) ve Aromatik 1 (%86) oldugu tespit edilirken, Gala (%66) ve Karacadag
(%74) ise kontrole gore en ¢ok etkilenen ¢esitler olarak belirlenmistir. Farkli celtik cesitleri ile
yaptigimiz bu g¢alismanin birinci asamasinda aragtirilan parametreler igerisinden ayirt edici
sonuglar lipid peroksidasyon analizlerinden alimmistir. 300 Mm NaCl uygulamasi sonucunda
Tunca ve Aromatik-1 cesitlerinde ¢ok diisik MDA artisi gézlenmesine ragmen, Karacadag,
Negis ve Gala’da MDA ya ait bu miktar yiiksek bulunmustur. Uygulama gruplar1 kontrolleri ile
karsilastirildiginda, cesitler arasindan Gala ve Karacadag’in digerlerine gore daha hassas,
Aromatik-1 ve Tunca gesitlerinin ise tuzluluga kars1 daha dayanikli oldugu belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise stz konusu 4 celtik ¢esidinde tuz stresinin etkisini
gozlemlemek ve hassas/tolerant seviyeleri hakkinda kesin bir sonuca ulasabilmek amaciyla,
gesitlerin prolin igerigi, antioksidan savunma sisteminde etkili olan enzimleri (SOD, CAT,
APX ve GR) ve ROT sondiirme aktiviteleri arastirilmigtir. Ayrica bu gesitlerde toplam
¢Oziinebilir protein profilleri de SDS-PAGE teknigi kullanilarak incelenmistir. Sonug olarak
Tunca ve Aromatik-1’de SOD, CAT, APX ve GR enzim aktivitelerinin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. 300 mM tuz konsantrasyonu uygulamalarinda Karacadag ve Gala gesitlerinin
H,0, miktar1 kontrollerine gore 6nemli miktarda artis géstermis ve bu gesitlere ait enzim
aktivitelerinin yanisira H,O, igerigindeki degisimler de birinci asamada yapilan analiz
sonuglarini destekler yonde olmustur.

Tiim sonuclar degerlendirildiginde, enzim aktivitelerinin tuza toleranshi olarak kabul
edilen gesitlerde, duyarli olanlara kiyasla daha fazla miktarda arttig1 ve ¢esitlere gore farklilagan



antioksidan enzim aktivitelerinin ROT sondiirme ile paralel sonuglar verdigi tespit edilmistir.
Sonug olarak, tuz toleransini saglayan antioksidan mekanizmalarinin NaClI seviyesine ve ¢eltik
cesitlerine gore degistigini ifade edebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Celtik (Oryza sativa L), Tuzluluk stresi, Antioksidan enzim, ROT,
SDS-PAGE.
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ABSTRACT
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2017

The physiological and biochemical responses of a variety of rice (Oryza sativa L.)
exposed to salt (NaCl) stress was associated with their sensitive and tolerant levels. The rice
varieties involve Gala, Edirne, Sumnu, Negis, Tunca and Aromatik-1 and 2 local populations,
named Karacadag and Hazro. These species were grown under controlled conditions and they
were exposed to the salt stress factor at three different concentrations of NaCl (100, 200 and
300 mM) for 10 days. The effects of salt on the physiological and biochemical responses to the
stress factors were investigated. As a result, the species having a high level of
tolerance/sensitivity to salinity were identified.

In the first phase of this two-stepped study, we investigated the changes in the root-
shoot length, the weight of dried fresh leaf, the level of leaf damage, the relative water content,
pigment content and the level of lipid peroxidation caused by the application of the salt. It was
found that the highest salt concentration mostly affects the relative water content in Gala (66%)
and Karacadag (74%) while this was the least affected in Tunca (85%) and Aromatik-1 (86%)
species compared with their reference conditions. Among the parameters, lipid peroxidation
produced the most significant outcomes. The application of 300 mM NaCl caused a very low
malondialdehyde (MDA) increase in Tunca and Aromatik-1 while this was higher in Karacadag,
Negis and Gala. The results also showed that among the species Gala and Karacadag had a
higher sensitivity while Tunca and Aromatik-1 had a higher resistance against salinity compared
with their respective controls.

In the second phase of the study, the investigation is focused on the measurement of
proline content and the content of enzymes played roles in antioxidant defense system such as
SOD, CAT, APX and GR, and also reactive oxygen species (ROS) scavenging activities. These
observations will provide further concrete evidence of the influence of the salt stress on these
species and their sensitivity and tolerance levels. Besides, the total soluble protein profiles to in
these species were measured by SDS-PAGE technique. The results indicated that SOD, CAT,
APX and GR enzyme activities were higher in Tunca and Aromatik-1. In addition, the amount
of H,O, in Karacadag and Gala at 300 mM salt was significantly higher compared to that in
their controls. Changes in the enzyme activities in these two species and H,O, levels are
consistent with the observations reported in the previous stage.

Vil



All together, it was found that the enzyme activities were higher in the species with the
higher salt tolerance compared with those having a higher salt sensitivity. The difference in the
antioxidant enzyme activity was in paralel with that in ROS scavenging activities. In
conclusion, we may suggest that the antioxidant mechanisms that provide salt tolerance change
depending on the types of rice and the level of NaCl.

Keywords: Rice (Oryza sativa L), Salinity stress, Antioxidant enzyme, ROS, SDS-
PAGE.
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1. GIRIS

Dogalar1 geregi dis ¢evre ile siirekli iligki halinde olan canlilar, bulunduklar
cevrede olumsuz kosullar olugsmasi durumunda, adaptasyon eksikligine bagli olarak
stres kosullarina maruz kalirlar. Bitkilerin yasadigi ortamda bir veya birden fazla
etkenin, biiylime, gelisme, iiriin verimi veya kalitesini olumsuz yonde etkileyerek, bir

dizi gerilemeye neden olmasi “bitkisel liretimde stres” olarak tanimlanir.

Cevresel stresler abiyotik ve biyotik olmak tizere iki temel grupta siiflandirilir:
Bitkiler; bocek, patojen ve herbivorlar gibi organizmalarin olumsuz etkilerine maruz
kaldiklarinda biyotik stres olusur. Abiyotik stres faktorii ise ¢esitli olumsuz ¢evresel
faktorlerin organizmalar iizerindeki etkisinden Otiirli ortaya ¢ikmaktadir (Lichtenhaler

1996; Schulze ve ark. 2005).

Dogalar1 geregi stres faktoriinden kaginma gibi bir yetenege sahip olmayan
bitkiler olumsuz kosullarin etkisiyle direkt karsi karsiya kalirlar. Maruz kaldiklar1 bu
olumsuz durum karsisinda korunmaya yonelik morfolojik, biyokimyasal veya molekiiler
diizeyde yanitlar verebilen bitkiler, stres faktoriinden etkilenme derecesine gore tolerant
veya hassas olarak adlandirilir. Yapilan arastirmalarda stres faktorlerinin neden oldugu
zararin bitkinin tiiriine, gelisme donemine, tolerans ve adaptasyon kabiliyetine bagh

olarak degisebildigi bildirilmistir (Kadioglu 2004; Madhova ve ark. 2005).

Bitkiler i¢in en Onemli stres faktorlerinden bir tanesi olan tuzluluk, diinya
genelinde ekimi yapilan zirai alanlarin %23’iinii etkileyip bitki verimi ve lretimini
tehdit etmektedir (El-Hendawy ve ark. 2005). Ozellikle diinyanin bazi yerlerinde tarim
icin 3000 yildir siiren bu tehdidin giin gectikce biiyiliyerek yayginlastigi bildirilmistir
(Flowers 2006). Ulkemizde de toprak tuzlulugu, tarimsal verimliligi sinirlayan énemli
cevresel stres faktorlerinden bir tanesi olarak kabul edilmekte olup, topraklarimizin
yaklasik 1.5 milyon hektarinin (bunun %32.5°1 sulanabilir alanlardir) tuzluluk sorunuyla
kars1 karsiya kaldigr bildirilmistir (Ekmekei ve ark. 2005). Ayrica, her gecen yil
sulamaya agilan tarim alanlarmin artmasi ile birlikte yogun kimyasal ila¢ ve giibre

kullanim1 da toprakta tuz oraninin artmasina yol agmaktadir (Pakyiirek 2006).
Iklim degisikliginin etkisiyle 2050 yil itibariyle diinya genelinde tiim ekilebilir
tarim alanlariin yarisindan fazlasinda tuzluluk oram1 bakimindan ciddi bir artig

beklendigi (Wang ve ark. 2003), bu artisa baglh olarak siirdiiriilebilir tarim alanlarinin



1. GIRIS

ontimiizdeki 25 yil igerisinde %30’unun, 21. ylizyilin ortalarinda ise %50’sinin tahrip
olabilecegi (Bonilla ve ark. 2004; Ahmadi ve ark. 2009) rapor edilmistir. Bu
nedenlerden dolayr bitkilerde tuz stresi arastiricilar igin olduk¢a dikkat gekici ve

iizerinde 6nemle durulmasi gereken bir konu olarak ele alinmaktadir.

Bitki gelisimi {izerine tuzlulugun zararli etkileri, topragin diigsiik ozmotik
potansiyeli (ikincil kuraklik), besinsel dengesizlikler, spesifik iyon etkileri (sodyum
veya klor toksisitesi) veya bu faktorlerin birlikte etkisi ile iliskilendirilmektedir (Ashraf
1994; Marschner 1995; Ashraf ve Harris 2004). Tuzluluk terimi “toprakta tuz
cesitlerinin yiiksek konsantrasyonlari”n1 ifade etmektedir. Bilinen tuz ¢esitleri arasindan
topragin tuzlanmasina en fazla neden olan NaCI (sodyum kloriir), sulanan arazilerin
%24’i ve ekilebilir alanlarin ise yaklasik %10’unu etkilemektedir (Pessarakli ve

Szabolcs 1999).

Bitkilerin ¢ogunda fotosentez, solunum, antioksidan metabolizma (Khan ve ark.
2012), osmolit birikimi, hormonal sinyal iletimi (Misra ve Gupta 2005) ve karbohidrat
metabolizmasinin (Chen ve ark. 2008) yanisira biyokimyasal reaksiyonlarin da yiiksek
tuzluluktan etkilendigi bildirilmistir. Tuz stres faktorii ayn1 zamanda, gelismekte olan
bitkilerde, metabolik siiregclerde oldugu gibi bircok enzim aktivitesi ve igeriginin

degismesine de neden olmaktadir (Dubey 1997; Khan ve Panda 2008).

Bitkiler tarafindan gelistirilen dayaniklilik stratejileri arasinda; tuz iyonlarinin
digsar1 atilmasi1 veya segici olarak biriktirilmesi, kokler vasitasiyla iyon aliminin
kontrolii, fotosentetik sinyal yolunda baz1 degisimler, membran yapisinda degisiklikler
ve fitohormonlarin stimulasyonu yer almaktadir (Parida ve Das 2005). Bunlarin
yanisira, ¢esitli stres faktorlerine karsi bitkiler; tokoferoller, flavonoidler, antosiyaninler,
fenolik bilesikler, karotenoidler, glutatyon ve askorbat gibi ROT (Reaktif Oksijen
Tiirleri) siipiirticiiler olarak gérev yapan enzimatik olmayan molekiiller ve spesifik ROT

stipiiriicti antioksidatif enzimleri iceren etkili sistemleri devreye sokarlar.

Bitkilerde ROT; kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi farkli hiicresel
yapilarda yer alan cesitli metabolik yollarin yan iriinleri olarak siirekli iiretilerek (del
Rio ve ark. 2006; Navrot ve ark. 2007), hem serbest radikal (O, siiperoksit radikalleri,
HO"; hidroksil radikali, HO,'; perhidroksi radikali ve RO"; alkoksi radikalleri) hem de
radikal olmayan formlar (H,O. hidrojen peroksit ve *O,; singlet oksijen) igerirler (Gill
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ve Tuteja 2010). ROT’un siipliriilmesi ve iretilmesi arasindaki dengeyi tuzluluk,
kuraklik, agir metaller, besin eksikligi, herbisitler ve patojen gibi stres faktorleri
bozabilmektedir. Bu dengenin bozulmasi1 ROT iiretiminde ani artiglara yol agarak hiicre

yapisinda onemli zararlara neden olmaktadir (Gill ve Tuteja 2010).

Stres faktoriiniin etkisiyle hiicrelerde meydana gelen ROT un yapacagi olumsuz
etkiyi 6nlenmeye yonelik olarak bitkiler; birer antioksidan enzim olan katalaz, glutatyon
rediiktaz, askorbat peroksidaz ve siiperoksit dismutazi igeren ¢ok sayida detoksifikasyon
mekanizmasi gelistirmislerdir (Hemavathi ve ark. 2009; Gill ve Tuteja 2010; Noctor ve
ark. 2012). Tuz stresine yanit olarak bitkilerin antioksidatif cevaplar iizerine yapilan
calismalarda, antioksidatif enzimler ve lipid peroksidasyonu aktivitelerinde artis oldugu
birgok arastirmaci (Lee ve ark. 2001; Noreen ve Ashraf 2009; Wang ve ark. 2009)

tarafindan rapor edilmistir.

Tolerant Plantago media ve hassas Plantago maritima bitkilerinde tuz stres
faktorii etkisinin arastirildigi ¢aligmada, tuzlulugun artigina bagli olarak hassas ¢eside
ait SOD, CAT, GR ve APX aktivitelerinde artis oldugu, tolerant gesitte ise tuzluluk
faktoriiniin s6z konusu enzim aktivitelerinde diislise yol actig1 bildirilmistir (Sekmen ve

ark. 2007).

Bitkilerde tuz stresinin yol acgtigi oksidatif stresin etkisiyle hiicrede iretilen
malondialdehitin (MDA) lipid peroksidasyonuna yol a¢tigi ve bu durumun etkili bir
ROT olan siiperoksit radikalinden (O,”) kaynaklandigi  diistiniilmektedir
(Triantaphylidés ve ark. 2008; Tripathy ve Pattanayak 2010). Tarchoune ve ark. (2010)
sodyum stilfat ve kloriir tuzlarinin etkisini inceledikleri arastirmalarinda; antioksidan
enzimlerin miktarinda artis oldugunu ancak buna bagli olarak lipid peroksidasyonu
seviyesinde degisiklik olmamasimin bir sonucu olarak, bitkilerde ROT’a karsi

adaptasyon mekanizmasinin saglandigini bildirmislerdir.

Yiiksek tuzluluga maruz kalan bitkilerin ¢ogunda prolin sentezindeki artis stres
faktoriine ortak yanit olarak kabul edilmektedir (Ben Hassine ve ark. 2008). Osmolit
olarak kabul edilen ve ayni zamanda enzim kararliligmi saglayan prolinin, stres
stiresince sentezi ve birikimi devam etmektedir (Kavi Kishor ve ark. 2005; Sharma ve
Dubey 2005; Mishra ve Dubey 2006).
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Celtik (Oryza sativa L.) gibi yiiksek yapili glikofit bitkilerin biiylime ve iiriin
veriminin tuzluluktan etkilenmesi 6nemli bir problem olarak ortaya ¢ikmakta ve bu
durum celtik iiretimini ciddi boyutta sinirlamaktadir. Ozellikle kiy1 bolgelerinde deniz
seviyesinin yiikselmesi, kiiresel 1sinma ve insan kaynakli faktorlerden dolayr bu
problem gilinlimiize kadar artarak devam etmektedir (Peltier ve Tushingham 1989;

Wassmann ve ark. 2004).

Gelismekte olan iilkelerin en Onemli besin kaynagi ve diinya niifusunun
yarisindan fazlasinin temel besini olarak bilinen ¢eltik, misir ve bugdaydan sonra en
fazla ekimi yapilan otsu bir bitki tiiriidiir (Stirek 1994). Oryza tiirleri diinyada genis bir
dagilim gostermekte ve ¢ok ¢esitli habitatlarda (bataklik, savan, ormanlik alan, tatl su

lagiinleri, durgun sular, derin-sig sular gibi) bulunabilmektedirler (Vaughan ve ark.

1994; Bay 2009).

Tuz stres faktoriine karsi dayanikliligin bir gostergesi olan toleranslilik, bitki
tiiriine, gelisme donemine ve ¢evre sartlarina bagli olarak cesitlilik gostermektedir
(Giirel ve Avcioglu 2001). Geng fide ve ¢iceklenme doneminde, ¢eltik bitkisi tuzluluk
faktoriine karsi yiiksek oranda hassas iken, kardeslenme doneminde daha yiiksek
dayaniklilik gostermektedir (Asch ve ark. 1995).

Bitki popiilasyonunun artig1 ve tuzlulugun etkisiyle arazilerin bozulmasi bitki
bilimcilerini, genetik yaklasimlar kullanarak ‘“tuza-tolerant bitki gelistirme” fikrine
yoneltmistir (Lauchli ve Grattan 2007). Bitkilerde tuz toleransinin mekanizmalar1 heniiz
yeterince  anlagilamadigi  i¢cin  tuzluluga  dayamikli  (toleransli)  ¢esitlerin
gelistirilmesindeki ilerlemeler yavas olmustur. Bu nedenle ¢eltigin gelisim sathalarinda
tuzluluga kars1 verdigi biyokimyasal yanitlar ve tuz stresinin etkisini belirlemek
amaciyla yapilacak ¢aligsmalar, tuza toleransl ¢eltik gesitlerinin gelistirilmesine (Alscher

ve ark. 2002) 6nemli katkilar saglayacaktir.

Tuz stres faktoriiniin bitkiler tizerinde yaptigi olumsuz etkileri igeren literatiir
taramalarindan elde ettigimiz verilere gore; iilkemizde ziraati yapilan celtik cesitleri
hakkinda yeterli c¢alismanin olmadigi sonucu gozdniinde bulundurularak ¢alisma
konumuz NaCl stres faktorii ve ¢eltik ¢esitleri olarak belirlendi. Calismamizin birinci
asamasinda, ililkemizde yaygin olarak yetistirilen 6 farklh celtik cesidi (Gala, Edirne,

Sumnu, Negis, Tunca, Aromatik-1) ile Diyarbakir-Karacadag civarinda yetisen 2 yerel
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popiilasyonun (Karacadag, Hazro) NaCl stres faktoriine karsi verdikleri fizyolojik ve
biyokimyasal cevaplar incelenerek tolerant ve hassas cesitler belirlenmistir. ikinci
asamada ise hassas ve tolerant olarak belirlenen c¢esitlerde toplam ¢oziinebilir protein,
H.0, igerigi, antioksidan enzim aktivitesi, prolin birikimi ve ROT sondiirme aktivitesi
arastirilmistir. Ayrica hassas ve tolerant oldugu diisiiniilen celtik ¢esitlerinin yaprak
dokularindan elde edilen proteinler, Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) teknigi kullanilarak goriintiilenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Celtik

2.1.1. Celtigin Tarihgesi ve Orjini

Oryzeae familyasinin Oryza cinsine ait olan ¢eltik (Oryzae sativa L.) tariminin
M.O. 3 bin yillarinda ilk olarak Hindistan’da baslayip Bati’ya dogru yayilis gosterdigi,
Tiirkiye’de ise 500 y1l 6nce bagladig diisiiniilmektedir (Kiin 1985; Bay 2009).

20 ¢esidi yabani olan Oryza cinsinin, 2’si kiiltiire alinmis tiirdiir. Yabani tiirler
genel olarak Afrika, Asya, merkez ve Giiney Amerika ile Avustralya’nin tropik ve
subtropik bdlgelerinde yayilmistir (Chang ve Bardenas 1965). Kiiltiire alinmis iki
celtikten birisi olan Afrika celtigi (Oryzae glaberrima) Bati Afrika ile smirlanmig
olmasina ragmen, Asya celtigi (Oryzae sativa ) ticari olarak 112 iilkede yetistirilmekte

ve tiim diinyaya yayilmis durumdadir (Bertin ve ark. 1971).

Ulkelere, bolgelere veya farkli yorelere gore degisen damak zevki, kalite
anlayisi, hastalik ve dis ¢evre kosullarina karsi dayaniklililigin yanisira tireticilerin de
beklentileri dikkate alinarak, diinyada 140 binden fazla geltik c¢esidinin gelistirildigi
tahmin edilmektedir. Ulkemizde de verim, kalite ve hastaliklara dayaniklilik
konularinda celtik 1slah caligmalar1 yapilmakta ve Gala, Tunca, Pasali gibi yiiksek
verimli yeni cesitler gelistirilmektedir (Siirek 2002).

2.1.2. Celtik Uretimi

Diinyada yaklasik 1.5 milyar hektar tarim alan1 bulunmakta ve bunun yaklasik 7
milyar dekarina tahil ekilmektedir. Celtik ise tiim tahil ekimi i¢inde ortalama %22’sini
karsilayarak iiretimde %28’lik pay almaktadir (Anonim 2011; Donduran 2014). Celtik
iretimine ve dagilimina bakildiginda, iiretim agisindan Cin birinci sirada olup onu
sirasiyla Hindistan, Endonezya, Banglades ve Vietnam takip eder ve bu bes iilke tiim

diinyada toplam ¢eltik iiretiminin %71 ini karsilamaktadirlar (FAO 2009).

Ekolojik yonden birgok bolgesi celtik iiretimine uygun olan iilkemizde, c¢eltik
iretiminin bdlgelere gore dagilimi incelendiginde; Bati ve Dogu Marmara, Bati
Karadeniz, Gilineydogu Anadolu en dnemli geltik {iretim bolgeleridir. Marmara Bolgesi

%67 ekim ve %72 iiretim payi ile ekilis ve iiretim bolgesi olarak ilk siray1 alirken bunu
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%20 ekim ve iiretim payr ile Karadeniz bolgesi takip etmekte ve bu iki bolge,
iilkemizdeki toplam celtik tliretiminin %90’indan fazlasim1 karsilamaktadir. Marmara
bolgesinde celtik iiretimi bakimindan ilk siralar1 Tekirdag, Edirne, Kirklareli, Balikesir
ve Canakkale illeri almaktadir (Anonim 2011; TUIK 2013). Cizelge 2.1.’de baz1

iilkelerin yillara gore piring iiretim dagilimi verilmistir.

Cizelge 2.1. Bazi iilkelerin yillara gore piring tiretim dagilimi (milyon ton) (TMO 2012)

- 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
ULKELER 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
CIN 12640 12720 13020 134.35 136.55 137.00 140,50
HINDISTAN 91.80 93.35 96.70 99.20 89.10 95.98 102.75
ENDENOZYA 34.95 35.35 37.00 38.30 36.40 35.51 36.30
BANGLADES 28.76 29.00 29.00 31.20 31.00 31.70 34.10
VIETNAM 22.77 22.92 24.38 24.40 24.99 26.37 26.45
TAYLAND 18.20 18.25 19.80 19.85 20.26 20.26 20.45
FILIPINLER 9.82 9.78 10.48 10.76 9.77 10.54 10.65
BREZILYA 7.87 7.70 8.20 8.57 7.93 9.30 7.68
JAPONYA 8.26 7.80 7.93 8.00 7.70 7.72 7.65
ABD 7.10 6.27 6.29 6.55 7.13 7.59 5.87
PAKISTAN 5.55 5.45 5.70 6.90 6.80 5.00 6.50
NiJERYA 2.14 2.55 2.01 2.63 2.73 2.62 2.71

2.1.3. Celtigin Besinsel ve Tibbi Degeri

Tarladaki kabuklu formu “geltik” olarak isimlendirilen bitkiye ait kimyasal
bilesim ¢evre, toprak ve ceside bagl olarak biiylik dlgiide degisiklik gosterir. Makro
elementler (azot, fosfor ve potasyum gibi), mikro elementler (bakir, demir, manganez,
¢inko), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) , kiikiirt (S), sodyum (Na) gibi ikinci derecede

oneme sahip elementler ve B vitamini yoniinden de zengin bir bitki ¢esidi olarak bilinir.

Celtik tanesinin yapisina bakildiginda %1-2 perikarp, %4-6 aleuron ve tohum
niivesi, % 2-3 embriyo, %89-94 nisastali endosperm i¢ermektedir (Zhou ve ark. 2002).
Iceriginde nisastadan sonra en fazla bulunan protein (Juliano 1972), pirincin besin
kalitesi bakimindan 6nem tasimaktadir (Osborne 1982). Aromatik ile aromatik olmayan
celtik Orneklerinde yapilan arastirmada, piring protein franksiyonunun %9.7-14.2
alblimin (suda ¢oziinen), %13.5-18.9 globulin (tuzda ¢6ziinen), %3.0-5.4 prolamin
(alkolde ¢6ziinen) ve %63.8-73.4 glutelin (asit veya alkalide ¢oziinen) olarak degistigi
bildirilmistir (Basak ve ark. 2002). Temel piring proteini glutelindir ve tahil proteinleri
arasinda en yiiksek besinsel degere sahip oldugu bildirilmistir (Juliano 1972). Yapilan
arastirma sonuclarina gore, piringte ham protein oraninin ¢esitlere ve c¢evre sartlarina

gore %7-8 arasinda degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Koca ve Anil 2001).
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2.2. Stres

Cok farkli kosullara adapte olabilen bitkiler, hat sathalarda kendini gdsteren
olumsuz kosullara karst dahi tolerans goOsterebilme yetenegi gelistirmislerdir

(Hawkesford ve Buchner 2001; Horasan 2010).

Stres kosullarina karst dayaniklilik seviyesi bitkilerde “tolerans” olarak
tanimlanmaktadir. Olumsuz c¢evresel faktorler bitki gelisiminde gerilemeye neden
olmasina ragmen sahip olduklar1 adaptasyon mekanizmalar1 bitkilerin hayatta kalmalari

ve liremelerine olanak saglamaktadir (Hawkesford ve Buchner 2001).

Bitkilerin stres faktorlerine karsi son derece karmasik olan tepkisi 3 adimda
gerceklesir. Stres oncelikle bitki hiicre membranindaki reseptorler araciligiyla algilanir
ve bunu kalsiyum, reaktif oksijen tiirleri, inositol fosfatlar gibi sekonder mesajcilarin
olusumu izler. Sekonder mesajcilar hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu ayarlayarak
kalsiyum-baglayic1 proteinlere kalsiyum iyonlarin1 baglar. Bu etkilesim, stres-yanit
geninin transkripsiyon faktorlerinin kontrolii ve fosforilasyon kaskatinin olusumu ile
sonuclanir. Boylece, bitkiler olusan stres faktoriine karsi bir savunma mekanizmasi

gelistirirler (Kose 2012; Mahajan ve Tuteja 2005).

2.2.1. Tuz Stresi

En 6nemli stres etmenlerinden biri olan toprak tuzlulugu, bitkilerde biiyiime ve
gelismeyi, triiniin nitelik ve niceligini olumsuz sekilde etkilemektedir. Kurak ve yari
kurak alanlarda yagis miktarminin azligina bagl olarak tuzun topraktan yikanarak

yeralt1 sularina karigsmasi da diisiik seviyelerde olmaktadir (Kagar ve ark. 2002).

Sulama ve taban suyunda bulunan tuzlar zaman igerisinde toprak yiizeyine
cikarak toprakta tuzlulugun artmasina yol agmaktadir. Ayni1 zamanda, iyi drenaj
saglanmadan yapilan sulama da, tuzlulugun artmasina neden olan bir diger etmen olarak
degerlendirilmektedir. Tuzlu topraklarda en fazla bulunan katyonlar Na*, Ca’* ve Mgz+,
anyonlar ise CI" ve SO, dir (Ergene 1982). Bitki gelisiminde olumsuz etkiye sahip en
yaygin toprak tuzlulugu, Na* ve CI”den kaynaklanmaktadir (Tester ve Davenport 2003;
Tunger 2007).
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2.2.1.1. Tuzlu Topraklarin Dagilim

Diinya iizerinde 800 milyon hektardan fazla karasal alan tuzluluktan
etkilenmekte ve bu oran dinyanin tim karasal alanlarinin yaklasik %6’simni
kapsamaktadir. Ayrica, 230 milyon hektar sulama yapilmis alanin 45 milyon hektar1
tuzdan etkilenmektedir (Munns 2002). iklim degisikliginin etkisi ile 2050 yil1 itibariyle
tim ekilebilir tarim alanlarinin yarisindan fazlasinin tuz stresi faktoriinden ciddi bir
sekilde etkilenebilecegi de Wang ve ark. (2003) tarafindan rapor edilmistir.
Ulkemizdeki topraklarm ise yaklasik 1.5 milyon hektarmmn tuzluluk sorunuyla karst
karsiya kaldig bildirilmistir (Ekmekgi ve ark. 2005).

2.2.1.2. Tuz stresinin Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi

Bitkiler tuza kars1 gosterdikleri tepkilere gore halofitler ve glikofitler olmak
tizere iki grup altinda degerlendirilir. Glikofitler 100-200 mM NaCl kosullarina bile
dayanamazken, halofitler (Salicornia herbacea, Atriplex vericaria gibi) 300-400 mM
NaCl bulunan ortamlarda bile yasamlarimi siirdiirerek (Zhu 2007) tolerans
mekanizmalar1 araciligiyla ekstrem tuz kosullarina dayanabilmektedirler (Kose 2012).
Misir, sogan, turunggiller (6zellikle limon), marul, fasulye, ceviz, findik, kayin ve
zambak tuza ¢ok duyarli; domates, pamuk, ¢eltik, arpa, karanfil, thlamur, mese ve ginar
orta derecede toleransli; palmiye, hurma, sogiit, mese, kavak, seker pancar1 ve gil
yiiksek toleranshi bitkilerdir (Giirel ve Avcioglu 2001; Ekmekei ve ark. 2005; Bressan
ve ark. 2008).

Toprakta tuzlulugun yiiksek olmasi bitkileri iki sekilde etkilemektedir; -Birincisi
toprak ¢ozeltisinden bitkilerin su alimini engelleyen toplam tuz etkisi veya osmotik etki,
-Ikincisi ise bitkilerdeki baz1 fizyolojik olaylar1 etkileyen toksik iyon etkisidir (James ve
ark. 1982). Yiiksek tuzlulugun neden oldugu su eksikligi ve iyonik toksisite bitkilerde
fizyolojik ve biyokimyasal islevi bozabilmektedir. Munns ve ark. (1995) bitkinin
biliylimesi tizerine tuzlulugun osmotik ve iyonik etkilerini gosteren iki asamali bir model
sunmustur: Birinci asamada, bitkilerin yasadig1 ortamda tuzun yliksek konsantrasyonda
bulunmasi bitkilerin su alimmi diisiirerek yapraklarda stoma kapanmasina yol agar ve
bunun bir sonucu olarak hiicrelerde turgor kayb1 meydana gelir. Ikinci asamada ise bitki
hiicrelerinde daha ¢ok yapraklarda, Na™ birikimi meydana gelir ve olusan Na* fazlalig

klorofil ile enzimlerin de yer aldig1 fotosentetik bilesenleri olumsuz etkiler (Davenport
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ve ark. 2005). Diisiik tuzluluk bitilerde klorofil igerigini arttirmasina ragmen yiiksek

tuzluluk klorofillerin molekiiler yapisinin bozulmasina yol agar (Ashraf ve Harris 2004).

Tuz stresinin neden oldugu osmotik ve iyon stresi etkisiyle ortamda artan Na* ve
CI” iyonlarmin K*, Ca*ve NO3 gibi besin elementleri ile rekabete girmesiyle bitkilerde
besin eksikligi veya besin dengesizligi meydana gelir (Hu ve Schmidhalter 2005).
NaCl’nin yiliksek konsantrasyonlar1 hiicre biiylimesi iizerine negatif etki yaparken,
potasyum ve kalsiyum iyonlari bu iyonik toksisiteyi azaltmaktadir (Mahajan ve Tuteja
2005).

Tuz stresi; mitokondri ve kloroplastlardaki elektron transport zinciri,
fotorespirasyon, yag asidi oksidasyonu ve ¢esitli detoksifikasyon reaksiyonlarinin asiri
indirgenmesine yol agmaktadir (Miller ve ark. 2010). Genel olarak tuz stresine maruz
kalan bitkilerin kok, gévde ve siirgiin uzunlugu ile taze/kuru agirliklarinda, yaprak alani
ve sayilarinda, klorofil miktarinda azalma ile birlikte verimde, meyve tat ve renklerinde
bozulma meydana gelmektedir. Uzun siireli maruziyette, yash yapraklarda iyon
toksisitesi ve su noksanligi, geng¢ yapraklarda ise karbohidrat noksanlig1 ve buna bagh
belirtilerin ortaya ¢iktigi kaydedilmektedir (Greenway ve Munns 1980; Franco ve ark.
1993; Sivritepe 1995; Tipirdamaz ve Ellialtioglu 1994, 1997).

Tuzun zararl etkileri genel olarak su sekilde ozetlenebilir:

e Toprakta tuzun bulunmasi, kok hiicrelerinin osmotik potansiyelini artirmaktadir.
Bu durumda, kokler topraktan suyu almakta zorlanir ve biinyelerindeki suyu da

kaybedebilmektedirler.
e Bitkide tuzluluk, hiicre duvariin genislemesini durdurur ve biiylimeyi engeller.

e CI stresinin etkisiyle yapraklarda yanma ve yesil u¢ yanikligi meydana gelir.
Klorozise neden olan bu durum, ileri sathalarda, yapragin %350'sini
kaplayabilmekte ve fotosentez etkinliginin 6nemli derecede diismesine Yyol

acmaktadir.

e Tuzlulugu, bitkinin biitiin metabolizmasini etkileyen bir faktor olarak tanimlayan
Levitt (1980) tuz stresi sonucu olusan iyon toksisitesini birincil stres faktorii
olarak belirtmis ve bu faktoriin bir sonucu olarak olusan su stresini ise ikincil

stres faktorii olarak tanimlamistir. Toprak iceriginde tuzluluk arttiginda suyun da
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ozmotik potansiyeli diiser, boylece olusan tuz stresi bitkide ikincil bir ozmotik

stres olan “fizyolojik kuraklik stresi” ne yol agar (Giirel ve Avcioglu 2001).

Bitkilerde stresin etkisiyle turgor basincinin azalmasi; iyon alimini, vakuol
boliimlesmesini ve ¢oziinebilir solutlarin sentezini tesvik eder (Chinnusamy ve Zhu
2003). Temel ¢oziinebilir solutlar; sukroz, fruktoz gibi sekerler, prolin ve glisin betain
gibi yiiklii metabolitlerdir (McCue ve Hanson 1990). Bitkiler bir stres faktoriiyle
karsilastiklarinda, osmokoruyucu olan bu solutlar sentezlenir. Osmolitlerin en 6nemli
avantaji, hiicrede osmotik ayarlama yoluyla enzim ve membranlar yiiksek tuzlulugun

yikici hasarindan koruma ile birlikte hiicreye su alimini saglamalaridir (Gupta 2006).

2.2.2. Stres Faktorlerinin Ozmolitler Uzerindeki Etkisi

Prolin tiim bitkilerde hem redox sinyallemede rol alan énemli bir molekiil, hem
de tuz, metal ve dehidrasyon kosullar1 altinda olusan ROT i¢in etkili bir sondiiriicii
olarak kabul goriilmektedir (Alia ve Pardha 1991). Dolayisiyla bitkiler ROT un
olumsuz etkilerini azaltmak i¢in proline ihtiya¢ duyarlar (Chen ve Dickman 2005). L-
Prolin sentezi bitkilerde; D1-prolin-5-karboksilat (P5C) araciligiyla L-glutamik asitten;
D1-prolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) ve D1-prolin-5-karboksilat rediiktaz (P5CR)

enzimlerinin aktiviteleri tarafindan katalizlenir (Verbruggen ve Hermans 2008).

Celtikte tuzluluk stresi uygulamalarinda, yapraklarda prolin birikiminde artis
oldugu rapor edilmistir (Hsu ve ark. 2003). Serbest prolinin bir osmoprotektan olarak
islev gérmesinin yanisira, protein sabitleyici ile metal kenetleyici, LPO inhibitorii, HO'
ve '0, stipliriicli oldugu yapilan caligmalarla desteklenmistir (Ashraf ve Foolad 2007;
Trovato ve ark. 2008).

Tuza toleranslar1 birbirinden farkli iki geltik ¢esidinin yapraklarinda tuz stresi
prolin birikimini arttirmistir (Demiral ve Tiirkan 2005). Bitkilerde artan prolin birikimi,
ozellikle tuz ve kuraklik streslerine karsi toleransin gelistirilmesi ile iligkilendirilmistir.
Tuz ve kuraklik stresleri kosullarinda prolin Sentezinin artmasi, metabolizma ile uyumlu
degerlerde sitoplazmik asiditeyi hafifletmek ve NADP'/NADPH korumak igin bir

mekanizma olarak diistiniilmektedir (Hare ve Cress 1997).

Antioksidan savunma sistemi i¢in 6nemli bir sinyal yolu olan Pentoz fosfat yolu

aktivitesinin giliclendirilmesinde prolin sentezi oldukc¢a onemlidir (Siripornadulsil ve
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ark. 2002). Su ve Wu (2004) transgenik O. sativa’da stres varliginda uyarilan P5CS
c¢DNA’sinin prolin miktarinda artiga yol agtigin1 ve bunun bir sonucu olarak tuzluluk ve

su eksikligi streslerine toleransin arttigini bildirmislerdir.

Martinez ve ark. (1996) tarafindan dort patates tiirii iizerine yapilan bir
calismada, tuz stresinin artmasiyla birlikte tilirlerde prolin icerikleri de artmistir. Bu
sonuglar ytliksek tuzluluk yoniinden, prolin birikimi ile osmotik stres savunmasi arasinda
direkt bir iliski oldugunu disiindiirmektedir. Ayrica, Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana), celtik (Oryza sativa) ve domates (Lycopersicon esculentum) iizerine yapilan
bazi ¢aligmalarda, glisin betainin ifadesinden sorumlu gen s6z konusu bitkilere transfer
edilmis ve gen aktarilan transgenik bitkilerde glisin-betainin tuz stresine direnci
saglayabildigi rapor edilmistir (Hayashi ve ark. 1997,1998; Alia ve ark. 1998, 1999;
Sakamoto ve ark. 2000; Chen ve Murata 2002).

2.2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

2.2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kimyasi

Genel olarak ¢evresel stres faktorlerinin yiiksek ototoksisitesi olan ROT
iiretimine neden oldugu bilinmektedir. Yogun elektron akisi veya yiiksek derecede
okside metabolik aktiviteleri olan Kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar Dbitki
hiicrelerinde biiyiik bir ROT kaynagi olarak goriilmektedir. Kloroplastlarda 1s1ga duyarh
komponentlerinin ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) ¢oklugu sebebiyle

Ozellikle fotosentetik canlilar oksidatif hasar riski tagirlar.

O, mitokondride elektron tagima zinciri (ETC) i¢inde, su molekiilii olugturmak
icin dort elektron tarafindan indirgenir ve temel durumda iken reaktif olmamasina
ragmen, O,”, H,0,, HO" ve 0, gibi ROT’lar1 olusturabilir (Scandolios 2005; Gill ve
Tuteja 2010) (Sekil 2.1.).
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Stiperoksit Radikali
e = e
'0, =— 0, — > 0, —— > 0,
H* 2H"
: Fe>* -
HO, H,0, ———» OH

Fenton
Reaksiyonu

Sekil 2.1. Enerji transferi sonucu ROT olusumu (Gill ve Tuteja 2010)

Ayrica bakir ve demir gibi gecis metalleri varliginda; en reaktif kimyasal tiir
olan HO”nun salinnmmi yapan Fenton ve Haber-Weiss mekanizmasi (Sekil 2.2.)
araciligiyla daha fazla reaksiyon gerceklesir. ROT un baska bir formu olan *O, (singlet
oksijen) durumunda bir elektron daha yiiksek enerjili bir orbitale geger ve boylece
oksijen kendi spin durumundan ayrilmus olur. 'Oy; klorofilin fotoeksitasyonu ve

kendisinin O ile reaksiyonu durumunda olusabilir.

Fe*?+ H,0,—> Fe**+ HO'+ OH" (Fenton Reaksiyonu)

O, + Hy0,—> HO™+ O+ OH™ (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Sekil 2.2. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1

Bununla birlikte, yeterli enerji emildigi veya indirgenme kademeli bir sekilde
oldugu zaman; ROT olusumu baglatilmaktadir. ROT ya enzimatik olarak ya da ETC
yoluyla Sekil 2.3.'te gosterildigi gibi sentezlenir.
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1
o, H,0
Kendiliginden e CAT
Enerji Dismutasyon N GPX
Absorpsiyonu /—\ e|H * APX
L]

< - <

0, | —»| o S| 10

¢ SOD
\/ e_ H+
: < Haber-
Fenton Weiss

OH

Sekil 2.3. ROT olusumu (Sharma ve ark. 2012)

Bitkilerde hiicre igindeki miktarina bagli olarak ROT un zararlar1 oldugu gibi
yararlar1 da mevcuttur. Normal biiylime kosullarinda, ROT elemanlar1 bitki hiicreleri
icinde diisiikk konsantrasyonlarda bulunur ve degisen c¢evresel kosullara gore
programlanmis hiicre 6liimii, gravitropizma ve stomal kapanma gibi bitki yanitlarini
saglayan sinyal iletim siireclerinde ikincil haberciler olarak davranirlar. Bunun yanisira,
ROT’un siipiiriilmesi  etkin bir antioksidan savunma mekanizmasi1 tarafindan
gerceklestirilir. Ancak, stresli kosullar altinda fotosentetik ROT olusumu hizlandigindan
tiretim ile eliminasyon arasindaki denge bozularak oksidatif strese yol agan ROT
birikimi meydana gelir (Sharma ve ark. 2012). Oksidatif stres DNA, protein ve lipid
gibi 6nemli makromolekiillerin yapilarinda ciddi hasarlara yol acar (Mittler 2002;
Desikan ve Hancock 2004; Miller ve ark. 2008).

2.2.3.2. ROT Cesitleri

Siiperoksit (O,7), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (HO") temel
ROT elemanlarindandir:

Siiperoksit Radikali (O2")

ROT diiretimi aerobik solunumun kag¢inilmaz bir sonucudur ve bitki dokularinda

O, tiiketiminin yaklasik %1-2’si O," olusumuna yol agar (Puntarulo ve ark. 1988).
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O2’nin Mehler reaksiyonu vasitasiyla tilakoid zara bagli fotosistem I (PSI) iginde tek
elektron ile indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali (O,”) olusur. O, ’nin en ¢ok
tiretildigi yer PSI’in tilakoid membranina baglh primer elektron alicisidir. O, ilk
tiretildiginde orta derecede zararh bir ROT tur. Siiperoksit dismutaz (SOD) O, ’yi daha
da indirger ve reaksiyon H,0, olusumu ile sonuglanir. O,", Fe"*e bir elektron vererek
102’yi olusturur (Gill ve ark. 2010).

Ayrica, O,” demire (Fe®*") bir elektron vererek demirin indirgenmis formunu
(Fe?*) olusturur. Daha sonra Fe®*; SOD vasitastyla O, nin HO"’ya dismutasyonunun bir
sonucu olarak H,O’yi indirgeyebilir. O,", H,O, ve demirin HO”yu olusturdugu
reaksiyonlar Haber-Weiss olarak adlandirilitken H,O, tarafindan Fe?*’nin
oksidasyonunu igeren son adim Fenton reaksiyonu olarak ifade edilir. Yapilan bir
calismada, Amaranth bitkisinin tuzluluk kosullarinda diisiik molekiil agirlikli
antioksidan olan amarathine ve SOD vasitasiyla O, ’yi detoksifiye edebildigi tespit
edilmisg s6z konusu bitkinin yapraklarinda amaranthine ve SOD aktivitesi arasindaki

dogrusal iligki tanimlanmistir (Gambarova ve Gins 2008).

Hidrojen Peroksit (H,0)

Bitki hiicrelerinde H,O’nin asir1 miktarda birikimi, oksidatif stresin olusumuna
yol agmaktadir. H,O; ya kendiliginden ya da SOD tarafindan katalizlenen sinyal yollar1
aracili@iyla olusur. Ayrica, glioksilat dongiisii, B-oksidasyon ve fotorespirasyon gibi
kendiliginden olan reaksiyonlar peroksizomlarda H,O, olusumu ile sonlanir.
Mitokondriyal ETS, Kloroplast ve endoplazmik retikulumda olusan H,O,, nétr bir

molekiil oldugu i¢in hiicre membranindan kolaylikla difiizyon ile gecebilmektedir.

H,O, stres kosullar1 altindaki bitki hiicrelerinde diisilk konsantrasyonda
bulundugu durumlarda sinyal molekiilii islevini yiiriitmekte, yiiksek konsantrasyonlarda
ise programlanmis hiicre Olimiini tetiklemektedir (Desikan ve Hancock2004;
Bhattachrjee 2005; Quan ve ark. 2008).

Tanoua ve ark. (2009), H,O, ve sodyum nitroprusside (SNP) ile 6n muamele
gormiis citrus bitkisinin, 150 mM NaCl iceren ortamda gelisen yapraklarinda
antioksidan savunma cevaplarint arastirmiglar, H,O, ve SNP ile ilgili izoformlarin

uyarilmasiyla birlikte NaCl stresinin olmadigi ortamdaki yapraklarda SOD, CAT, APX
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ve GR aktivitelerinde artis meydana geldigini bildirmislerdir. Bununla birlikte hem
kontrol hem de stres grubunda, NaCl’ye bagl olarak olusan protein oksidasyonu, H,O,
ve SNP’nin 6n muamelelerinin etkisiyle tamamen tersine dondiigii ayni arastiricilar

tarafindan belirtilmistir.

Hidroksil Radikali (HO")

Ciftlenmemis tek bir elektrona sahip oldugu igin en reaktif ROT olan HO', tiim
biyolojik makromolekiillerle etkilesmek igin yiiksek derecede afiniteye sahiptir. Bu
etkilesimler lipid peroksidasyonu ve protein yapisinda bozulmalara neden olmaktadir
(Foyer ve ark.1997). Yiiksek derecede reaktif olan HO’nun eliminasyonu igin herhangi
bir enzimatik mekanizmanin olmadig: bildirilmis ve bu nedenle, hiicre 6liimiine yol
acabilen asir1 HO' {iretiminin, katalaz ve SOD tarafindan siipiiriilmesi olduk¢a onemli

bulunmustur (Vranova ve ark. 2002; Pinto ve ark.2003).

2.2.3.3. ROT un Biyolojik Makromolekiiller Uzerine Etkisi

ROT’un iretimi ve siipiiriilmesi arasindaki denge; tuzluluk, kuraklik, yiiksek
151k, metalik toksisite ve patojen saldiris1 gibi ¢esitli stres kosullar1 altinda bozulabilir.
Bitki hiicrelerinde ROT’un yiiksek seviyelerde olmasi lipid, protein ve en onemlisi

DNA iizerinde ciddi boyutta hasara yol agabilmektedir.

Lipidler

Cesitli stres kosullari altinda lipidlerde yikimin belirlenmesi, membran hasarinin
bir 6l¢iisii niteliginde tek bir parametre olarak kullanilir. ROT diizeyleri esik degere
ulastig1 zaman hiicrede ve membranlarda lipid peroksidasyonu (LPO) gerceklesmekte
ve bu durumda olusan iiriinler; ketonlar, MDA ve bunlarla iliskili kii¢iik hidrokarbon
fragmentlerinden olusan ¢oklu doymamis onciillerdir (Garg ve Manchandra 2009). Bu
bilesenlerden bazilar1 tiyobarbiitirik asit reaktifi bilesenleri (TBARS) olarak adlandirilan
tiyobarbiitirik asit (TBA) ile reaksiyona girerler (Heath ve Packer 1968; Gill ve Tuteja
2010).

Membranda LPO baslamasi, ¢oklu doymamis bir yag asidi kalintisinin
doymamus bir yag asidi zincirinde bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile HO tarafindan
gerceklesir. Aerobik ortamda, oksijen bir ROO’ olusturmak i¢in karbon merkezli lipid

radikaline yag asidi ekleyebilir. ROO™ komsu PUFA yan zincirlerinden bir hidrojen
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atomu ¢ikararak peroksidasyon zincir reaksiyonunu daha da arttirabilir. Olusan lipid
hidroperoksit kolayca lipid alkoksi radikalleri, aldehitler (malondialdehit), alkanlar,
lipid epoksitleri ve alkoller gibi bir¢ok reaktif tiire ayrisabilir (Davies 2001; Fam ve
Morrow 2003; Gill ve Tuteja 2010).

RH + HO — R" + H,0 (lipid alkil radikali)

R"+ O,— ROO’ (lipid peroksi radikali)

ROO’+ RH — ROOH + R’

ROOH — RO’ (epoksitler, hidroperoksitler, glikol, aldehitler)

Membran akigkanligini azaltan LPO iyon kanallarini, enzimleri ve reseptorleri

inaktive ederek membran proteinleri tizerinde hasar yaratir (Moller ve ark. 2007).

Khan ve Panda (2008) Begunbitchi ve Lunishree geltik ¢esitlerinde tuz stresi
yanitlarin1 arastirdiklar1 ¢alismalarinda, Begunbitchi’nin LPO seviyesindeki artigin
Lunishree’ye gore daha yiiksek oldugunu bildirmisler. Bu durumu tuz stresine karsi
Lunishree’de daha etkili koruma mekanizmasi ve daha yiiksek serbest radikal stipiiriicii
etkisi ile iligskilendirmislerdir. Kukreja ve ark. (2005) tuzluluk stresi altinda Cicer
arietinumroots’un lipid peroksidasyonu oksidasyonunda belirgin artis oldugunu
bildirmislerdir. Lutts ve ark. (1996a) c¢eltik bitkisi iizerine tuzlulugun -etkisini
arastirdiklar1 bir caligmada, toleransh g¢esitte MDA degerlerinin diisiik oldugunu, duyarh
olanda ise bu degerlerin ¢ok yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Proteinler

Proteinler besin kaynagi olarak kullanilmasinin yani sira organizmay1
tanimlayic1 yapisal bilgileri sunan molekiillerdir. Hiicrede pek ¢ok islev birbirinden
farkli ¢ok sayida protein molekiilii tarafindan yiiriitilmektedir. Proteinler tiir i¢i ve tiirler
arast genetik ¢esitliligin analizinde, genetik kaynaklarin korunmasi ve 1slah
calismalarinda, genom iliskilerinin belirlenmesinde ve mahsullerin gelistirilmesinde
genetik belirteg (marker) olarak kullanilmaktadir (Ozbolat 2010) .

Protein yapisint dogrudan kimyasal degisikliklere ugratan ROT’lar tarafindan
olusturulan modifikasyonlar ¢ogunlukla geri doniisiimsiizdiir. Yapilan g¢alismalarda
protein modifikasyonunun HO® radikali tarafindan tetiklendigi fakat tiim protein

oksidasyonu siirecinin O," radikalinin varligina ya da protonlanmig (HO,") halde
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bulunmasina bagli oldugu belirtilmistir (Swallow 1960; Scheussler ve ark. 1984;
Garrison 1987; Kose 2012).

Proteinlerin bir elektrik alana birakildiginda, bir elektrota ya da digerine dogru
hareket etme prensibine dayanan “elektroforez”, proteinlerin analizinde ve ayrilmasinda
yaygin olarak kullaniimaktadir (Ozbolat 2010).

Protein analiz tekniklerinde var olan gelismelere ragmen, protein boyutunun
elektroforetik ayriminda genelde en iyi ayrisimin saglandigi teknik poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE)’dir (Temizkan ve ark. 2004). Sodyum Dodesil Siilfat-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ise, bitki gruplarinin genetik yapisini
tanimlamadaki kolaylig1 ve gegerliligi nedeniyle oldukca genis bir kullanim alanina
sahiptir.

SDS (Sodyum dodesil siilfat) anyonik bir deterjan olup iki amino asitte bir peptit
zincirine baglanarak protein molekiillerini olusturan alt birimleri birbirinden ayirir.
Ayrica (-) yik tasidigindan peptitlere de yiiksek oranda (-) yiik kazandirir. Boylece
elektrik yiikii acisindan karisim igerisindeki biitiin protein molekiilleri esit duruma
getirilir. (Tutar ve ark. 2010). Sonug olarak her protein esit yiik yogunluguna sahip olur,
jel tlizerinde de esit giice maruz kalir ve boylece proteinler sadece molekiiller

agirliklarma goére ayrilmus olur (Aslan 2004; Ozbolat 2010).

DNA

Bitki genomu ¢ok kararli olmasma ragmen, cesitli stres faktorlerine maruz
kaldiginda DNA zarar gorebilir (Tuteja ve ark. 2009). Endojen olarak reaktif
metabolitler (HO", O,” ve NO’) tarafindan olusturulan DNA hasar1 “spontan DNA
hasar1” olarak bilinir (Valko ve ark. 2006).

En reaktif ROT olarak bilinen HO”nun piirin ile primidin bazlarina ve ayni
zamanda deoksiriboz omurgasina zarar vererek DNA molekiiliiniin tiim bilesenlerini
etkiledigi (Halliwell ve Gutteridge 1989); 'O, nin ise guanine saldirdigi rapor edilmistir.
Bu etkinin bir sonucu olarak, protein sentezinde azalma, hiicre membraninda yikim,
fotosentetik proteinlerde zarar gibi tiim organizmanin gelisimi ve biiylimesini etkileyen
cesitli fizyolojik degisimler goriiliir (Britt 1999; Gill ve ark. 2010).
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2.2.4. Antioksidan Savunma Sistemi

Cesitli stres faktoriiniin etkisiyle canli hiicrelere ait protein, lipid, karbohidrat,
DNA vyapisinda meydana gelebilecek hasar veya oksidasyonu Onleyen veya

geciktirebilen maddelere “antioksidanlar” denir (Cavdar ve ark. 1997).

Bitki hiicreleri ve organelleri (kloroplast, mitokondri ve peroksizom) ROT’lara
kars1 kendilerini korumak i¢in enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlardan
olusan antioksidan savunma sistemi gelistirmislerdir. Farkli ¢esit ve seviyelerde
meydana gelen strese karsi bitkilerde koruma amacgh antioksidan mekanizmanin
uyarilmasinin énemli oldugu birgok ¢aligmada vurgulanmistir (Tuteja 2007; Khan ve
Singh 2008; Singh ve ark. 2008; Gill ve ark. 2011).

Antioksidan savunma sisteminin bilesenleri, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlardir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat-glutatyon dongiisii enzimleri
[glutatyon rediiktaz, dehidro askorbat rediiktaz (DHAR), monodehidro askorbat
rediiktaz (DHAR), askorbat peroksidaz] enzimatik antioksidanlar olarak bilinir.
Askorbat, glutatyon, karotenoidler, tokoferoller ve fenolik bilesikler ise enzimatik
olmayan antioksidanlar basgligi altinda degerlendirilmistir (Mittler ve ark. 2004; Singh
ve ark. 2008; Gill ve ark. 2011).

2.2.4.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD’lar, siiperoksitin oksijen ve H,0,’ye dismutasyonunu katalizler ve hiicre
icinde ROT’a karsi savunmanin ilk basamagini olusturur (Alscher ve ark. 2002).
Metalloenzim olan SOD, tiim aerobik organizmalar ve ROT’a yatkin tiim hiicre igi
boliimlerde oksidatif stresi diizenleyen, en etkili hiicre i¢i enzimatik antioksidandir.
SOD, O,"’leri uzaklagtirarak, birini H,O,’ye indirger digerini ise O;’ye okside eder.
Boylece Haber-Weiss reaksiyonunu Katalizleyen gecgis metalleri araciligiyla HO'

olusum riskini azaltir (Cizelge 2.2.).
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Cizelge 2.2. ROT siipiiriicii antioksidan enzimler (Gill ve Tuteja 2010)

Enzimatik antioksidanlar Enzim kodu Katalizledikleri Reaksiyonlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD) EC1.15.1.1 0,"+ 0,7+ 2H*—2H,0+0,

Katalaz (CAT) EC1.11.1.6 H,0,—H,0 + %40,

Askorbat peroksidaz(APX) EC111.111 H,0,+ AA—2H,0 + DHA

Mono dehidro askorbat rediiktaz (MDHAR) EC1.6.54 MDHA+NAD(P)H—AA+
NAD(P)"

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) EC1.85.1 DHA + 2GSH—AA + GSSG

Glutatyon rediiktaz (GR) EC1.6.4.2 GSSG+NAD(P)H—2GSH+
NAD(P)"

Tuz stresi altinda SOD aktivitesindeki onemli artis Morus sp. (Harinasut ve ark.
2003), Cicer arietinum (Kukreja ve ark. 2005) ve Lycopersicon esculentum (Gapinska
ve ark. 2007) gibi cesitli bitkilerde gozlenmistir. Pan ve ark. (2006) Glycyrrhiza
uralensis Fisch’de tuz ve kuraklik streslerinin etkisini c¢alistiklar1 arastirmada, SOD

aktivitesinde 6nemli bir artis1 bildirmislerdir (Srivastava ve ark. 2005).

Glutatyon Rediiktaz (GR)

Hem prokaryot hem de okaryotlarda bulunan bir flavo protein oksidorediiktaz
olan GR, (Romero-Puertas ve ark. 2006) agirlikli olarak kloroplastta ve kii¢iik bir
miktar1 da mitokondri ile sitosolde bulunmustur (Edwards ve ark. 1990; Creissen ve ark.
1994). ASH-GSH dongiistiniin bir enzimi olan GR, GSH’nin indirgenmis durumunu
devam ettirerek ROT’a kars1 savunma sisteminde 6nemli bir rol oynar. GR elektron
vericisi olarak NADPH’y1 kullanarak GSH’y1 GSSG’ye indirger. GSH ¢ogu metabolik
diizenlenme ve antioksidatif siire¢lerde yer alan bir molekiildiir (Chalapathi-Rao ve
Reddy 2008).

Kukreja ve ark. (2005) tuz stresi sonrasi Cicer arietinum koklerinde GR
aktivitesinin arttigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Srivastava ve ark. (2005) Anabaena

doliolum’da tuz stresi kosullarinda GR aktivitesinde artis kaydetmislerdir.

Askorbat Peroksidaz (APX)

ROT savunmasinda onemli rolii olan peroksidazlarin (POD'lar) tuz stresi
altindaki bitkilerde seviyelerinin arttig1 bilinmektedir (Sugimoto ve Takeda 2009; Du ve
ark. 2011). APX, H,O,’nin H,O’ya indirgenmesini saglayan reaksiyonlari AsA

yardimiyla katalizler.
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APX’in ROT siipiiriilmesinde en O6nemli rolii oynadig1 ve yiiksek bitkilerde,
alglerde, 6glena ve diger organizmalarda hiicreleri korudugu diistintilmektedir. APX, su-
su ve ASH-GSH dongiilerinde H,O,’nin siipiiriillmesinde yer alir ve ASH’y1 elektron
vericisi olarak kullanir (Cizelge 2.2.). APX izoenzimleri sitosol, mitokondri,
peroksizom ve kloroplastta bulunmustur. Srivastava ve ark. (2005) tuz stresine maruz
birakilmig A. doliolum’da tuzlulugun artis1 ile birlikte APX aktivitesinde de artis
oldugunu bildirmisler ve tuz stresi kosullarinda, H,O, nin siipiiriilmesinde antioksidan

enzimlerden sadece APX’in rol aldig1 sonucunu ileri stirmiiglerdir.

Katalaz (CAT)

H,O,’yi direkt olarak H,O ve O;’ye dismute edebilen (Cizelge 2.2.) CAT,
tetramerik hem yapisinda olup (Garg ve Manchanda 2009), fotorespirasyon ve yag
asitlerinin B-oksidasyonunda yer alan oksidazlar tarafindan peroksizomlarda iiretilen
H20,’nin atiminda 6nemli rol oynamaktadir (Del Rio ve ark. 2006; Corpas ve Palma
2008).

Eyidogan ve Oz (2007) tarafindan yapilan galismada tuz stresi kosullarmda C.
arietinum yapraklarinda CAT aktivitesinde onemli bir artis oldugu bildirilmistir. Tuz
stresi kosullarinda Oryza sativa’da CAT seviyelerinin arttigi (Kim ve ark. 2005; Live
ark. 2010) fakat Citrus aurantium, Hordeum vulgare ve Cucumis sativus’da azaldigi
bildirilmistir (Tanou ve ark. 2009; Witzel ve ark. 2009; Du ve ark. 2011).

2.3. Literatiir Ozetleri

Zeng ve Shannon (2000) celtikte iirlin verimi ve fide gelisimi iizerine tuzlulugun
etkisini inceledikleri aragtirmada, 1.9 dS m™’ye kadar diisen tuzluluk degerlerinde fide
gelisiminin olumsuz etkilendigini fakat bu etkinin tane veriminde diisiise yol agmadigini

bildirmislerdir.

Yapilan diger bir ¢alismaya gore, tuzluluk stresi altindaki c¢eltik cesitlerinde
polen canliliginda azalma go6zlendigi ve bu azalmanin tuza duyarli olan Basmati
¢esidinde daha 6nemli oldugu rapor edilmistir. Ayn1 zamanda nisasta sentez aktivitesi
(a,1-4 glukan glukosil transferaz) tuza duyarh olanlarda direngli olanlara gére dnemli

diisiis gostermistir (Khan ve Abdullah 2003).
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Tuz stresinin yaprak, doku ve koklerde kuru ve taze agirlikta azalmalara yol

actig1 bir¢ok arastirici tarafindan bildirilmistir (Chartzoulakis ve Klapaki 2000).

Vaidyanathan ve ark. (2003) duyarli Pusa Basmati 1 ve toleransli Pokkali piring
cesitlerini 42 saat siire ile tuzun farkli konsantrasyonlarina (0, 100, 150, 200, 250, 300
mM NaCl) maruz birakarak biiylime ve reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriilmesine iliskin
yanitlari1  arastirmiglardir.  Arastiricilarin - aldiklart ~ sonuglar, stresin  diisiik

seviyelerinden orta seviyelerine dogru Pokkali’nin Pusa Basmati 1’e gore tuza kismen

daha tolerant olmasina dair genel bir fikir vermistir.

Demiral ve Tiirkan (2005) toleransli Pokkali ve duyarli IR-28 ¢eltik ¢esitlerinin
kokleri tizerine tuzlulugun etkisini arastirdiklar ¢alismalarinda, tuzlulugun genel olarak
kayda deger bir etkisinin olmadigini ancak duyarli olan IR-28’in kék uzunlugunda

azalmay1 vurgulamiglardir.

Tatar ve ark. (2010) 60 mM NaCl etkisi ile kuru madde iiretiminin tim
cesitlerde (Kiral ve Yavuz; dayanikli IR4630-22-2 ve hassas IR31785-58-1-2-3-3)
distiigiini ve bu durumun IR31785 ve Kiral ¢esitlerinde daha belirgin oldugunu
belirterek bu cesitlerin tuzluluk stresi altinda farkli adaptasyon mekanizmalari

gelistirdikleri sonucunu ileri stirmiislerdir.

Singh ve Dubey (1995), tuzluluga toleranslar1 birbirinden farkli geltik
cesitlerinin (toleransli CSR1 ile CSR3; hassas Ranta ile Jaya) klorofil igerigi iizerine tuz
stres etkisini incelemiglerdir. Cesitlerde tuzluluga bagli olarak Klorofil a ve b
igeriklerinin diistiiglinii ve bu diisiisiin hassas olanlarda daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir. Arastiricilar klorofil a igeriginin klorofil b igerigine gore tuzluluktan daha
cok etkilendigini belirtmislerdir.

Lutts ve ark. (1996a) 0, 30, 50 mM NaCl konsantrasyonlarinin yarattigi stres
ortaminda yetistirilen celtik bitkilerinin gen¢ ve yash yapraklarinda protein, klorofil
igerigini incelemisler. Sonugta kontrol bitkilerine oranla yaprak sayisinda bir farklilik
meydana gelmemekle birlikte, stres kosullarinda yetistirilen bitkilerin daha kiiclik
yaprak alanma sahip olduklarin1 ve klorofil miktarinin tiim c¢esitlerde azaldigini
bildirmislerdir.

Alamgir ve Ali (1999), tuz stresinin celtigin farkli gesitlerinde fotosentetik

pigment miktar1 lizerine etkisi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, genel olarak pigment
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miktarmin tuzluluk ile birlikte diistiigiinii, ancak kullanilan alti c¢esitte pigment
iceriginin yiikseldigini saptamislardir.

Tiwari ve ark. (1997) 4 piring (Oryza sativa L.) gesidi lizerine yaptiklari
caligmada, yiiksek NaCl konsantrasyonu uygulamasinda PSI, PSII ve klorofil floresans
aktivitelerinde kadameli diisiis ve net fotosentez oraninda etkili bir artis

gozlemlemiglerdir.

Mitsuya ve ark. (2003), tuzlulugun Nipponbare ¢eltik ¢esidinde, klorofil-a
icerigi lizerine etkisi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, klorofil-a i¢eriginin artan tuzluluk ile
beraber diistliglinii ve bu diisiisiin yaslt yapraklarda geng¢ yapraklara gére daha yiliksek

oldugunu tespit etmislerdir.

Lee ve ark. (2013) duyarhi ve toleransh iki piring ¢esidinde 100 mM NaCl
stresinin fotosentetik pigment icerigi lizerine etkilerini arastirmislardir. Duyarli IR-
29°da toplam Klorofil igerigi diislis gosterirken, toplam karotenoid igerigi artmistir.
Tolerant Pokkali ise toplam karotenoid ve klorofil igerigi bakimindan tuz stresinden
etkilenmemistir. Arastiricilar IR-29°da klorofil igerigindeki diisiisii, tuz stresine bagh

olarak fotosentetik mekanizmada olusan zarar ile iliskilendirmislerdir.

Tuzun celtikte oksidatif hasara yol acip agmadigini belirlemek igin,
Vaidyanathan ve ark. (2003), NaCI’nin farkli konsantrasyonlarma (0, 100, 150, 200,
250, 300 mM) maruz birakilan tuza duyarli Pusa Basmati 1 (PB-1) ve toleransl Pokkali
(PK) ¢eltik fidelerinde tiyobarbiitirik asit reaktif bilesenlerini Olgerek lipid
peroksidasyonundaki degisiklikleri izlemislerdir. Cesitlerde tuz konsantrasyonlarinin
artmasina paralel olarak lipid peroksidasyonunda artis olmus ve bu artis tiim NaCl

konsantrasyonlarinda tuza duyarli PB-1’de daha yiiksek bulunmustur.

Lutts ve ark. (1996b), tolerans seviyeleri birbirinden farkli 4 geltik ¢esidinde
(dayanikli- Nona Bokra, IR-4630; hassas- | Kong Pao, IR-31785) tuzlulugun bitki
gelisimi, mineral beslenme ve prolin birikimine etkisini arastirmiglar ve prolinin
osmotik diizenlemede rol oynamadigini ileri siirmiislerdir. Lutts ve ark. (1999) osmotik
diizenlemeye, iyon ve prolin birikimine tuz stresinin etkisini iki ¢eltik ¢esidi (I Kong
Pao: tuza hassas, Nona Bokra: tuza dayanikli) iizerinde incelemislerdir. 3 ve 10 giinliik
donemlerde celtik fidelerine uygulanan, 50 ve 100 mM NaCl’nin, tuza hassas ¢esitte

daha yiiksek oranda Na* ve prolin biriktirdigini tespit etmislerdir. Arastiricilar, prolinin
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tolerans mekanizmasinda rol almadigini ancak tuzluluk stresinin bir gostergesi

olabilecegini belirtmiglerdir.

Chuan ve Ching (1999), 50 mM ile 150 mM NaCl stresine maruz birakilmis
geltik koklerindeki hiicre duvari peroksidaz aktivitesi ve H,O, seviyesindeki
degisiklikler ile disaridan uygulanan prolinin yol actig1 degisiklikleri incelemislerdir.
Disaridan uygulanan prolin, her iki NaCl uygulamasinda da kok gelisimini yavaslatmus,

peroksidaz aktivitesi ve H,O, seviyesini ise arttirmistir.

Bhattacharjee ve Mukherjee (2002), dayanikli (Hamilton, SR26B) ve hassas
(Ratna) celtik cesitleri ile yapmis olduklar1 ¢alismada, 100 mM NaCl uygulamasina
bagli olarak bitkilerde antioksidan aktivite ve prolin birikimi agisindan yanitlar
arastirmiglar, tiim cesitlerde prolin birikiminin arttigini, tuza toleransi yiiksek olan

cesitlerde ise daha yiiksek seviyelere ulastigini belirtmislerdir.

Demiral ve Tiirkan (2005) NaCl stresi altindaki farkli iki c¢eltik ¢esidinin
koklerinde; MDA agisindan lipid peroksidasyon diizeyi oranimi ve serbest prolin
icerigini incelemislerdir. Tuza duyarh (IR-28) ¢esidin koklerinde MDA diizeyi artarken,
tolerant cesitte (Pokkali) degisiklik olmadigini, IR-28’in Pokkali’den daha fazla prolin
tiretttigini ve konsantrasyon artisinin IR-28’in kok kuru agirliginda ve Pokkali’nin kok

taze agirliginda diistise yol actigini bildirmislerdir.

Tuz stresine maruz birakilmig Oryza sativa L. cv. Dongjin bitkilerinde
antioksidan enzim aktiviteleri lizerine yapilan bir ¢alismada (Lee ve ark. 2001), artan

SOD aktivitesinin H,O, nin agir1 tiretimine yol agtigini bildirmislerdir.

Tuza duyarli Pusa Basmati 1 (PB-1) ve tuza toleransli Pokkali (PK) olmak {izere
iki piring ¢esidinde tuzlulukla tetiklenen oksidatif strese karsi enzimatik ve enzimatik
olmayan cevaplar1 inceleyen Vaidyanathan ve ark. (2003), tuz stresi altinda toleransh
PK ¢esidinin duyarli PB-1°den daha yiiksek CAT, askorbat ve glutatyon aktivitesi
gosterdigini bildirmistir.

Demiral ve Tiirkan (2005) tarafindan yapilan ¢alismada tuza toleranslar1 farkli
iki piring tiiriiniin kokleri 0,60 ve 120 mol m® NaCl stresine 7 giin boyunca maruz
birakilmis ve SOD, CAT, POX, APX ve GR enzim aktivitelerindeki degisiklikler
incelenmistir. Tuzluluktaki artigla birlikte her iki tiiriin koklerinde GR aktivitesinde

diisiis oldugu bildirilmistir. Toleranslhi Pokkali ¢esidinde tuz stresinin artmasiyla CAT
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aktivitesinde artis POX’ta ise diisiis kaydedilirken IR-28 c¢esidinin koklerinde CAT
aktivitesinde diisiis POX’ta artis olmustur. Her iki ¢esidin kdklerinde SOD aktivitesinde
degisiklik olmamustir.

Turan ve Tripathy (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tuza duyarli PB-1
piring genotipi ile kismen toleransli CSR10 piring ¢esidinin 200 mM NaClI stresine
cevap olarak; askorbat, dehidroaskorbat, lipid peroksidasyonu, tokoferol birikimi ve
bazi onemli antioksidatif enzimlerin gen ekspresyonu ve jel lizerinde enzimatik
aktiviteleri tamimlanmistir. Tokoferol ve askorbat igerigi tuz stresi uygulanmis piring
fidelerinde diismiistiir. Antioksidatif enzimlerden SOD, CAT, APX, GR ve bunlarin gen
ekspresyonlarinda her iki piring ¢esidinde de tuz stresine cevap olarak artig

gbzlenmistir.

Cesitli abiyotik stres faktorleri bitkilerde; yiiksek derecede reaktif ve toksik olan
oksijen tiirlerinin asir1 tiretimine yol acar. Kloroplastlarda Fotosistem | ve Il (PSI ve
PSI1), mitokondride Kompleks I ile ETS’nin Kompleks III ve ubiquinon bélgeleri O,
ve O, ’nin firetildigi 6nemli yerlerdir. ROT ¢ok sayida genin ekspresyonunda etkilidir
ve bdylece biiylime, hiicre dongiisii, programli hiicre 6limii (PCD), abiyotik stres
yanitlari, patojen savunma ve gelisim gibi ¢cogu siiregleri kontrol eder (Gill ve Tuteja

2010).

Chunthaburee ve ark. (2016), fide donemi asamasinda dordii beyaz sekizi siyah
12 ¢eltik ¢esidinde tuzluluga (100 mM NaCl) kars1 olusturulan tolerans diizeyleri ve
fizyolojik degisiklikleri arastirmuslardir. Tuzlulugun tiim gesitlerde klorofil miktarini
diistirdiigiinii prolin, hidrojen peroksit, peroksidaz ve antosiyaninlerin aktivitesini ise
arttirdigini bildirmislerdir. Tuza duyarh ¢esitlerle karsilastirildiginda dayanikhi ¢esitlerin
yiiksek katalaz aktivitesi, antosiyanin, hidrojen peroksit ve prolin miktarindaki kiiciik

bir artistan dolay1 daha yiiksek tolerans gosterdigini rapor etmislerdir.

Celtik bitkilerinde o6zellikle yaprak dokusundaki yapisal proteinlerin, SDS-
PAGE teknigi ile goriintiilenmesi {izerine ¢alismalar sinirli sayida olup, farkl bitkilerde

ve celtiktedaha ¢ok tohum depo proteinleri ilgili yapilmig ¢alismalar mevcuttur.

Mangrov Bruguiera parviflora bitkisini NaCI'nin farkli konsantrasyonlarina
maruz birakan arastiricilar (Parida ve ark. 2008) tuz stresi uygulamasina bagl olarak

cogu proteinlerin band yogunlugunda azalma oldugunu bildirmisler.
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Kose (2012) tarafindan tuz stresine maruz birakilmis farkli mercimek cesitleri
(Seyran, Malazgirt, Cagil, Ciftci, Kafkas ve Ozbek, Meyveci) iizerine yapilan ¢alismada
direngli ve hassas cesitlerde protein bandlarinda olusan yogunluk farki SDS-PAGE
analizi ile gozlenmistir. Kontrol gruplar ile karsilastirma sonucunda tuz uygulanan
gruplarla bir farklilik gézlenmedigi bildirilmistir. Seyran ¢esidinin kontrol grubunda 46
ve 63-93 kDa arasinda belirgin pikler gozlenmis fakat bunlar Malazgirt ve Seyran
gesitlerinin tuz uygulanmis gruplarinda yok olmustur. Arastirici bu proteinin iyon
toksisitesi, dehidrasyon veya asir1 tuzlulugun sebep oldugu oksidatif strese yanit igin

onemli olmadigini belirtmistir.

2.4. Calismanin Amaci

Ulkemizdeki topraklarm biiyiik bir kismmin gerek dogal yollardan gerekse
yanlig tarim uygulamalarindan dolayr tuzluluk sorunuyla karsi karsiya kaldigi bilinen
bir gergektir. Tuz stresi diger bitkilerde oldugu gibi geltik iiretimini de ciddi boyutlarda
simirladigindan, tuzluluga direncli c¢eltik c¢esitlerinde tolerans mekanizmalar1 ve
tuzluluga kars1 gelistirdikleri yanitlar {izerine yapilacak g¢aligmalar biiyiikk 6nem arz
etmektedir. Ayrica, iilkemizde tarimi yapilarak ekonomiye katki saglayan g¢eltik
cesitlerinin tuz (NaCl) stresi altinda vermis olduklar1 antioksidan savunma yanitlarinin
aydinlatilmasi ve bu konuda elde edilen bilimsel veriler literatiire katki saglayacagindan

olduk¢a 6nemlidir.

Bitkiler tuz stresi altinda olusan ROT’un toksik etkisine karsi antioksidan
savunma sistemlerini kullanarak ROT olusumunu sinirlandirir veya uzaklastirirlar. Bu
nedenle arastirmadan elde edilen sonuglar, celtik cesitlerinde antioksidan savunma
sistemlerinin  arttirilmast  veya islevlerinin gelistirilmesi konularinda c¢alisacak

arastirmacilara 151k tutacaktir.

Bu amagla ¢alismada Gala, Edirne, Sumnu, Negis, Tunca ve Aromatik-1 geltik
cesitleri ile Diyarbakir civarinda yetistirilen (yerel) Karacadag ¢esidinin 2 popiilasyonu
(Karacadag ve Hazro) NaCl stresine maruz birakilmistir. Uygulama sonrasinda, yapilan
bazi morfolojik parametreler ile fotosentetik pigment icerigi, yaprak bagil su icerigi ve
lipid peroksidasyonu analizlerinden elde edilen sonuglar 1s181inda, ¢esitler hassas ve
tolerant diizeyleri bakimindan degerlendirilerek, tuz stresine karsi verdikleri yanitlara

gore 2’si tolerant 2’si hassas olmak iizere 4 ¢esit se¢ilmistir.

27



2. KAYNAK OZETLERI

Secilen tolerant/hassas cesitlerde asagidaki deneyler yapilmistir:

Tuz (NaCl) stresi bitkide savunma sistemini tesvik ettiginden antioksidan
savunma sistemindeki degisimleri belirlemek amaciyla; enzim yapisindaki
antioksidanlar (stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, askorbat
peroksidaz), ROT (hidrojen peroksit, siiperoksit, hidroksil) sondiirme

aktivitesi ve hidrojen peroksit i¢erigi aragtirilmistir.

Prolin, plazma zar biitiinliigliniin korunmasinda ve serbest radikallerin
uzaklastirilmasinda islevsel oldugundan, tuz stresinin prolin birikimi
tizerindeki etkisini belirlemek amaciylagesitlerde Prolin birikimindeki

degisimler incelenmistir.

Tuz stres faktoriiniin proteinler tizerindeki etkisini incelemek amaciyla,
SDS-PAGE teknigi kullanilarak, proteinler molekiil agirliklarina gore

ayristiritlmigtir.

Ayrica, tuz stresinin Toplam ¢oziinebilir protein miktari iizerindeki etkisi

spektrofotometrik olarak da karsilastirilmistir.

Calisma kapsaminda segilen gesitler iizerine literatiirde herhangi bir ¢aligmaya

rastlanmadigindan elde edilen veriler, bu konuda calisacak arastiricilara yeni, giincel ve

temel bilgiler sunacaktir. Ayrica, tuza toleransli geltik ¢esitlerinin gelistirilmesiyle ilgili

1slah ¢alismalar1 i¢in 6nemli bilgi saglayacaktir.

Bunun yani sira ¢alismadan alinan veriler dogrultusunda, tuzluluk sorunuyla

karsi karsiya kalmis yerlerde tuza toleransh c¢esitlerin ekiminin yapilmasi, iilke

ekonomisindeki kayiplar1 dnlemesi bakimindan 6nemli katk: saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitkisel Materyal

Arastirmada, Aromatik-1, Edirne, Gala, Sumnu, Negis, Tunca islah ¢eltik
cesitleri ile Diyarbakir-Karacadag civarinda yetisen 2 Karacadag celtik popiilasyonu
(Karacadag ve Hazro) olmak iizere toplam 8 farkli ¢eltik tohumu bitkisel materyal
olarak kullanild1 (Sekil 3.1.). Islah geltik ¢esitlerine ait tohumlar Trakya Tarimsal
Arastirma Enstitiisiinden temin edildi.

Tunca Aromatik-1 Karacadag

Sekil 3.1. Bitkisel materyal olarak kullanilan ¢eltik tohumlar1
3.1.1. Cesitlerin Genel Ozellikleri

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisiiniin web sitesinden alinan ¢eltik ¢esitlerine

ait genel ozellikler asagida verildigi gibidir (Cizelge 3.1.).
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3.2. Metot
3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hoagland Besin Cozeltisi

Y Hoagland (Hoagland ve Arnon 1938) besin ¢ozeltisi i¢in; litre basina toz
haldeki “Hoagland’s No. 2 Basal Salt Mixture”den 0.4 gram (g) tartilarak toplam hacim
1 It olacak sekilde distile suda eritildi.

NaCl Cozeltileri

100 mM tuz ¢ozeltisi i¢in; 23.4 g toz NaCl,
200 mM tuz ¢ozeltisi igin; 46.8 g toz NaCl,
300 mM tuz ¢ozeltisi i¢in; 70.2 g toz NaCl

ayri ayri tartilarak, 4 1t 4 Hoagland besin ¢6zeltisine ilave edilerek eritildi.

Standart Cozeltiler

2.6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen (BHT): 10 mg BHT 10 ml etanol iginde
¢oziilerek, 1000 ppm’lik BHT ¢dzeltisi hazirlandi.

2-t-biitil-4-hidroksianisol (BHA): 10 mg BHA 10 ml etanolde ¢oziilerek, 1000
ppm’lik BHA ¢o6zeltisi hazirlandi.

Askorbik Asit (AA): 10 mg L-askorbik asit 10 ml distile suda ¢oziilerek, 1000
ppm’likAA ¢ozeltisi hazirlandi.

3.2.2. Bitkisel Materyallerin Yetistirilmesi

Aragtirmamizda, yiizey sterilizasyonundan 6nce benzer biiylikliik ve dolgun
goriinlimde olan tohumlar segilerek baslangic materyali olarak kullanildi. Her ¢esit i¢in
ayri ayri gruplandirilan tohumlar, %5’lik sodyum hipokloritte (NaOCIl) 3 dk
bekletildikten sonra steril saf su ile calkalanarak NaOCI’den arindirildi. Yiizey
sterilizasyonu saglanan tohumlar, imbibisyon islemi igin yaklasik 24 saat siire ile distile
suicerisinde bekletildi. Bu islemden sonra tohumlar, toprak:torfiperlit (3:3:1) iceren

saksilara ekilerek, kontrollii kosullarin saglandigi bitki biiylime odasinda gelismeye
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birakildi. Saksilara ekimi yapilan tohumlar, 4 hafta siire (28 giin) ile tarla su kapasitesi

baz alinarak (%65) 4 Hoagland besin ¢dzeltisi ile sulandi.

3.2.3. Deneme Deseni ve NaCl Stres Faktorii Uygulamalar:

4 haftallk  gelisim periyodundan sonra, bitkiler hazirlanan NaCl
konsantrasyonlari ile tuz stres faktoriine maruz birakildi. Bunun i¢in, bir kontrol grubu
ile birlikte tiim saksilar 10 giin boyunca 0, 100, 200 ve 300 mM NacCl ile hazirlanan %4
Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulandi. Kontrol gruplarindaki bitkiler, NaCI icermeyen %4
Hoagland besin ¢ozeltisi ile ayn1 zaman ve Olgiide sulandi. 10. giinii takiben bitkiler
hasat edilerek toprak alt1 ve toprak {istii kisimlar1 birbirinden ayrildi ve sivi azot ile
havanda ezilerek ogiitiildii. Film kutular1 igerisine yerlestirilen 6rnekler etiketlenerek,

analiz zamanina kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Uygulamalardan sonra yapilan analizlerden elde edilen veriler, her ¢esidin kendi
kontrol grubu ile karsilastirildi. Uygulama siiresi sonunda, tuzlulugun etkisini
degerlendirebilmek amaciyla ilk asamada bitkilerin kok/slirgiin uzunluklari, taze ve

kuru agirliklar dlgiildii.

100, 200 ve 300 mM NaCl uygulamalari ile olusturulan stres faktoriine karsi

cesitlerinverdigi yanitlarin arastirildigi tez ¢alismasi iki asamada yiriitiildi.

Birinci _asamada; c¢esitlere ait siirgiin-kok boyu, taze-kuru agirlik, yaprak

zararlanma durumu, bagil su igerigi, fotosentetik pigment igerikleri ve lipid
peroksidasyonu analizlerinden alinan veriler degerlendirilerek tolerant ve hassas gesitler

secildi.

ikinci_asamada ise belirlenen gesitlerin hassas veya tolerant durumlar ile

alakali onceki verileri pekistirmek ve gesitlerle ilgili kesin sonuca ulasabilmek i¢in bazi
antioksidan enzimler (SOD, CAT, APX, GR), ROT sondiirme aktivitesi (H20,, O,",
HO"), prolin igerigi, H,O; icerigi ve toplam ¢oziinebilir protein miktarindaki degisimler
incelendi. Ayrica, NaCI uygulamasinin tuz stresi altindaki celtik fidelerinin protein

degisimleri iizerine olan etkisi SDS-PAGE teknigi kullanilarak aragtirildi.
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3.2.4. Baz Biiyiime Parametrelerinin Ol¢iilmesi

Siirgiin Boyu-Kok Uzunlugu

Cimlenme periyodundan itibaren stres uygulamalarinin son giiniine kadar
cesitlerin  gostermis olduklar1 morfolojik farkliliklar gozlemlenerek karsilastirildi.
Uygulamalarin sonunda, her bir grup i¢in rastgele secilen 10 bitkinin kék uzunluklari
(cm) ve siirgiin boylar1 (cm) 6l¢iildii.

Yaprak Taze-Kuru Agirhgi

Uygulama gruplarindan rastgele secilen 6 adet bitkiden yesil aksam ayrilarak
taze agirliklar1 hassas terazi ile g cinsinden tartildi ve daha sonra 50°C olacak sekilde
ayarlanmig bir etiivde yaklasik 2 giin siire (agirlik degisimi olmayincaya kadar) ile
bekletilen materyallerin son agirliklari alinarak kuru agirliklart hesaplandi.

Yapraklardaki Zararlanma Durumunun Belirlenmesi

Arastirmamizda, tuz stres faktoriine maruz birakilan ¢esitlerde morfolojik
hasarin derecesini belirlemek amaciyla bir gorsel skala olusturuldu. Tuz
uygulamalarinin 10. giiniinii takiben her uygulama grubundan tesadiifen secilen 10 adet
bitki, morfolojik hasar derecesi gdozoniinde bulundurularak asagida verilen semptomlara

gore 0°dan 5’e kadar olan puan ile degerlendirildi.

0: NaCl stres faktoriinden kaynakli gézle ayirt edilebilen bir hasarin bulunmamast,
1: Yaprak uglarinda sararma,

2: Bitkilerde az oranda (%25) yer yer sararma,

3: Yaklasik olarak bitkilerin yarisinda sararma,

4: Yaklasik olarak bitkilerin yarisindan daha fazlasinda sararma ve kuruma,

5: Bitkilerin ¢ogunda yiiksek oranda (%75-%100) sararma.

3.2.5. Yaprak Bagil Su Iceriklerinin Belirlenmesi (%)

Uygulamalarim 10. giiniinii takiben her bir gruptan rastgele secilen 5 ayri
materyalin taze agirliklart (g) 6lgiildii ve 6 saat siire ile dI-H,O (de-iyonize su) i¢inde

bekletilerek turgor agirliklari alindi. Materyaller 50°C’de etiivde agirlik degisimi

33



3. MATERYAL VE METOT

olmayimcaya kadar bekletildikten sonra gruplar halinde tartildi. Her bir gruba ait

orneklerin yaprak bagil su igerigi asagidaki formiile gére % olarak hesaplandi;

Yaprak Bagil Su icerigi (% )= [(TA - KA) / (T.A. — KA)]x100

TA=Taze agirlik, KA=Kuru agirlik, T.A.=Turgorlu agirlik

3.2.6. Fotosentetik Pigment I¢eriklerinin Belirlenmesi

Klorofil a, klorofil b, toplam karotenoid ve toplam klorofil igerigindeki
degisimleri belirlemek i¢in rastgele alinan 0.25 g taze yaprak ornekleri 2 ml %80'lik
aseton ile homojenize edildi (Arnon 1949). Homojenant filtre kagidindan
stizdiirtildiikten sonra %80’lik aseton ile 5 ml'ye tamamlandi ve 5000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Daha sonra 6rneklerin, klorofil-a igin 663, klorofil-b i¢in 645 ve toplam
karotenoid i¢in 480 nm’de spektrofotometrik olarak orneklerin absorbans degerleri

alindi.

Fotosentetik pigmentlerin miktarlan asagidaki formiillere gore hesaplandi:

mg klorofil-a / gr doku = [AAes3 X 12.70 — A Agss X 2.69] (V/1000xXW)

mg klorofil-b / gr doku =[AAess X 22.90 — A Agesz X 4.68] (V/L000XW)

mg toplam klorofil / gr doku = [4 Agss x 20.2 + A Agez X 8.02]V/1000XW
mgkarotenoid / gr doku = [AAsg0 +A4Ase3 X 0.114 — AAess X 0.638/112.50] (V/1000xW)

Esitliklerde A: ekstraktin belirtilen dalga boyundaki absorbans degerini, V:
%80’lik asetonun ml olarak son hacmi, W: ekstre edilen dokunun gr olarak taze

agirhigini gostermektedir.

3.2.7. Lipid Peroksidasyon Derecesinin Belirlenmesi

Yaprak dokularinda meydana gelen membran hasar derecesini belirlemek
icinincelenen MDA miktari, tiyobarbiitirik asit (TBA) testi ile belirlendi (Ohkawa ve
ark. 1979). Bunun i¢in kontrol ve stres grubuna ait bitkilerin yaprak dokularindan alinan
0.1 g’lik ornekler sivi azotta dgiitiildiikten sonra iizerlerine 2 ml %5’lik trikloroasetik
asit (TCA) eklenerek homojenizasyon saglandi ve 25 °C’de 12000 rpm’de 20 dk
santrifiij edildi. 0.4 pl siipernatant ve i¢inde %0.5 oraninda TBA bulunan %20’lik TCA

cozeltisi igeren reaksiyon karigimi, 95°C’lik sicak su banyosunda tutulduktan sonra
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¢ikarildi ve reaksiyonu durdurmak amaciyla buz banyosuna konuldu. 1000 rpm’de 10
dk santrifiijedilen karisimlarin, absorbans degerleri spektrofotometre ile 532 nm dalga
boyunda oOlciildii. Kor olarak %0.5 oraninda TBA igeren %?20’lik TCA ¢d6zeltisi
kullanildi. Ayn1 islemler 1.1.3.3-Tetrametoksipropan igin MDA standart egrisi grafigi
cizilerek (Sekil 3.2.) MDA miktar1 hesaplandi ve sonuglar pmol g'1 taze agirlik olarak
ifade edildi (Tsaknis ve ark. 1998).
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0] . . . |
0] 50 100 150 200

v =0.003x

332 )

5
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Sekil 3.2. MDA standart egrisi

3.2.8. Prolin i¢eriginin Belirlenmesi

Hassas ve tolerant cesitlerdeprolin miktar1 spektrofotometrik olarak Asit-
Ninhidrin metodu ile belirlendi (Bates ve ark. 1973; Ghoulam ve ark. 2002). Uygulama
gruplarindan ayr1 ayri alinan 100 mg taze yaprak ornegi %40’likk 2 ml metanol ile
ekstrakte edilerek hazir hale getirildi. 1 ml ekstrakt, 1 ml glasiyal asetik asit ve 6 M
ortofosforik asitten (3:2 v/v) olusan karisim {izerine 25 mg ninhidrin ilave edilerek 1
saat siire ile 100 °C de inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada ise karisimlarin
bulundugu tiipler sogutularak 5 ml toluen ilave edildi. Yapilan islemler sonucunda
tiplerde homojenizasyon saglandi ve iki farkli faz olusumu gozlendi. Yaprak
orneklerinin prolin miktarinin belirlenmesi igin tiiplerin iist kisminda olusan fazin
absorbans degeri 528 nm dalga boyunda &lciildii. Orneklerin prolin miktari, L-prolin
standard1 kullamlarak hazirlanan grafik yardimiyla (Sekil 3.3.) hesaplanarak mmol g*

taze agirlik olarak ifade edildi.
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3.2.9. Antioksidan Enzim Ekstraksiyonu

Uygulamalardan sonra ¢esitlerde meydana gelen enzim degisimlerini belirlemek
icin; -80 °C’de muhafaza edilen yaprak orneklerinden 1 gr alindi. Sogutulmus havanda
%21 wi/v polivinil poli pirolidon (PVPP), 10 mM Na;EDTA, 10 mM KCI, 1 mM MgCl;
ve 2 mM DTT igeren 5 ml 0.1 M fosfat tamponunda (pH 7.0) homojenize edilen bitki
numuneleri filtre edildikten sonra +4°C’de 10000 rpm’de 20 dk santrifiijlendi. Elde
edilen siipernatant toplam ¢6ziinebilir protein miktart ve antioksidan enzim aktivitesi
analizlerinde kullanildi. Enzim Ol¢imlerinde son hacim tampon ¢ozeltisiyle

tamamlandi.

3.2.9.1. Toplam Coziinebilir Protein Miktarinin Belirlenmesi

Yaprak dokularindaki toplam ¢d6ziinebilir protein miktari, Bradford (1976)
metoduna gore belirlendi. Elde edilen siipernatanttan 20 pl alinarak, lizerine sirasiyla
480 pl distile su ve 5000 pl Bradford ¢ozeltisi ilave edildi. Hazirlanan reaksiyon
karigimlart vorteksle karistirilarak, karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda 10 dk
bekletildikten sonra 595 nm dalga boyunda absonbanslari spektrofotometrik
(SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spektrofotometre) olarak 6lgtildii. Absorbanslar,

500 pl distile su ve 5000 pl Bradford ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen kore karsi
okundu.

Toplam ¢oziinebilir protein miktari, bovine serum albumin (BSA) ile hazirlanan
standart grafik yardimiyla (Sekil 3.4.) hesaplandi ve mg g™ taze agirlik olarak ifade
edildi. Standart egri 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1400 ug ml™ BSA kullanilarak

olusturuldu.
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3.2.9.2. Katalaz Enzim (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enziminin aktivite tayini, 37°C olan ortamda 240 nm’de H,O,’nin
tikketilme esasina dayanan metoda gore tespit edildi(Aebi 1984). 30 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 7.0) ve 10 mM H,0; igeren reaksiyon karisimina 450 pL enzim

ekstraktinin ilave edilmesi ile reaksiyon baglatildi.

Numune ilavesi ile kuartz kiivetin agzi bekletilmeden kapatilarak hizli bir
sekilde kiivet alt-iist edilip absorbans okundu. Absorbans azalmasi, her 30 sn’de bir defa
olmak tizere 2 dakika siire ile kaydedildi. Hesaplamada 2 dakikalik lineer
absorbansazalmasinin en yliksek ve en diisiikk degerleri esas alindi. CAT aktivitesi,
H,O,’nin ekstinksiyon katsayisi 36 mM™ cm™ olarak hesapland: ve dakikada harcanan
umol H,O; olarak ifade edildi.

3.2.9.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano ve Asada (1981)’nin
onerdigi yonteme gore belirlendi. 1.6 ml 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 0.2
ml enzim ekstresi, 0.2 ml 0.5 mM askorbat ve 0.2 ml 10 mM H,O; igeren reaksiyon
karisiminin absorbansindaki azalma, askorbik asidin okside olmasina bagli olarak, 290
nm’de 2 dakika boyunca 10 sn araliklarla kaydedildi. Toplam APX aktivitesi,
askorbatin ekstinksiyon katsayist (2.8 mM ™ cm™) kullanilarak U mg™ protein olarak
hesaplandi. APX aktivitesi dakikada okside olan 1 mmol ml™ askorbat olarak ifade
edildi.
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3.2.9.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Celtik cesitlerindeki GR aktivitesi Goldberg ve Spooner (1983)’in Onermis
oldugu yonteme gore yapildi. 2.5 ml 120 mM fosfat tamponu (pH 7.2), 0.1 ml 0.015
mM Na,EDTA, 0.1 ml 0.065 mM GSSG, 0.05 ml of 9.6 mM NADPH ve 0.1 ml enzim
ekstresi igeren reaksiyon karisiminin absorbansindaki azalma, 2 dakika boyunca 10
sn’lik araliklarla 340 nm’de kaydedildi. Spesifik enzim aktivitesi, NADPH’nin
ekstinksiyon katsayis1 olan 6.23 mM™? ecm? kullamilarak hesapland1 ve dakikada

indirgenen 1 mmol mI™ GSSG miktar1 olarak ifade edildi.

3.2.9.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD, oksidatif enerji basamaginda liretilen toksik siiperoksit radikalinin (O;"),
hidrojen peroksit (H,O;) ve molekiiler oksijene (O) dismutasyonunu hizlandirmaktadir.
SOD (EC 1.15.1.1) aktivitesi Giannopolitis ve Ries (1977)’e gore NBT nin (nitroblue
tetrazolium kloridin) 1g1k altinda O tarafindan indirgenmesi yontemine gore olgiildii.
Aktivite tayini i¢in dort farkli konsantrasyonda (10-20-30-40 ul) enzim ektresi igeren ve
enzim ekstresi igermeyen (kontrol) toplam 5 reaksiyon seti hazirlandi. Cam deney
tiiplerine Oonce enzim ekstrakti daha sonra sirasiyla; 0.5 ml 50 mM pH 10.2 Na,CO3
(sodyum karbonat), 12 mM metionin, 75 uM NBT, 10 uM riboflavin ve son hacmi 5
ml’ye tamamlamak i¢in 0.1 mM EDTA igeren 50 mM fosfat tamponu (pH 6.0) eklendi.
Test tiiplerinin 25°C sicaklikta 10 dakika siire ile beyaz 1sik kaynagi altina
yerlestirilmesiyle reaksiyon baslatildi. Olusan mavi-mor renkli reaksiyon karigiminin
absorbansi, 560 nm’de Olciildii. Bir iinite SOD, deneysel kosullar altinda NBT
indirgenmesinde %50 inhibisyona neden olan enzim miktari olarak ifade edildi. Toplam
SOD aktivitesi U mg™ protein olarak hesaplandi. Unite (U), 25°C°de 1 dakikada 1 pmol

substrati iiriine doniistliiren enzim (SOD) miktarin1 gostermektedir.
3.2.10. ROT Aktivitesinin Incelenmesi

Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Sivi azotta Ogiitlilmiis yaprak orneklerinden 10 g alindiktan sonra 120 ml
metanol:su (1:1) ile 56 saat oda kosullarinda c¢alkalamali su banyosunda karistirildi.
Coziinmeyen kisimlar filtre edilip siiziildii ve ¢oziiclileri evaparatorde 40°C’de

ucurularak tartimlar1 alindi. Aktivite denemelerinde calisilan konsantrasyonlar igin,
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etanol:su karisiminda ¢ozdiiriilen yaprak Ornekleri, analiz zamanina kadar renkli
siselerde +4 °C’de muhafaza edildi. Diger konsantrasyonlar bu stok c¢ozeltilerden

seyreltilerek hazirlandi.
Bitki Stoklarmmin Hazirlanmasi

Tiim ekstraktlar icin ayr1 ayr1 stok c¢ozeltiler hazirlandi. Stok etanol:su ekstrakti
¢ozeltisi derisimi, hidrojen peroksit sondiirme aktivitesi i¢in 10 mg ml™, stiperoksit ve
hidroksil sondiirme aktiviteleri icin ise 500 pg ml? olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan tiim stok c¢ozeltiler kullanilmadan 6nce 0.2 um por capina sahip

membranfiltresinden gegirildi.

3.2.10.1. Siiperoksit Radikali (O,") Sondiirme Aktivitesinin incelenmesi

Siiperoksit radikali giderme aktivitesi substrat olarak kullanilan NBT’nin
indirgenmesi esasina dayanarak tayin edilir. Bu metod ile olusturulan siiperoksit (O;")
radikalleri sar1 renkli NBT?’yi mavi renkli formazan tiirevine indirger. Ortamda

antioksidan bilesik varsa mavi-mor NBT olusumu inhibe edilir.

Oz radikali giderme aktivitesi Zhishen ve ark. (1999)’nin riboflavin-metiyonin-
151k-NBT metoduna gore yapildi. Pozitif kontrol olarak askorbik asit ve BHT kullanildi.
4,8,12, 16 ve 20 ng ml™ konsantrasyonlarinda hazirlanan bitki ekstraktlarinin tizerine
toplam hacimleri 500 pl olacak sekilde 0.05 M'lik fosfat tamponu (pH 7.8) ile 500 pl
metiyonin (0.02 M), 500 ul riboflavin (3.10° M) ve 500 pl NBT (0.01 M) ilave edildi.
Farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlar igin ayri ayri, i¢inde bitki ekstraktlarinin
olmadigi diger tiim bilesiklerin bulundugu kontrol numuneleri hazirlandi. Kontrol
numuneler karanlikta, digerleri alimiinyum folyo ile sarilmis aydinlanma siddetinin
4000 lix olacak sekilde ayarlandig: bir ortamda 25°C'de 10 dk siiresince bekletildi ve
560 nm’de absorbanslar Olciildii. Yiizde inhibisyon degerleri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi ve siiperoksit anyonu giderebilme aktiviteleri hesaplandi.
Yiizde inhibisyon = (AK — Al ) / AK x 100

AK: Kontroliin absorbansi, A1l: Numunenin absorbansi
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3.2.10.1.1. Hidroksil Radikali (HO") Sondiirme Aktivitesinin incelenmesi

HO" radikali biiyliik olgiide Fenton reaksiyonu ile olustugu igin in vitro
kosullarda da Fe?'/H,0, sistemiyle iiretilir ve antioksidanin HO" radikalini giderebilme
giicti olguliir. Bitki ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin deoksiriboz metodu ile
Fe?*/askorbat/EDTA/H,0, sisteminde HO" radikalini sondiirme aktivitesi 6lciildii. Bu
yontem bazi esitliklere dayanir (Sekil 3.5.). HO® radikali deoksiriboza saldirir, bir dizi
reaksiyon sonucu MDA olusur. Olusan MDA, TBA (2-tiyobarbitiirik asit) ile
reaksiyona girerek pembe renkli ve 532 nm’de absorbans veren MDA-TBA

kompleksini meydana getirir (Wang ve ark. 2003; Emen 2006).

Fe?*~EDTA + 0, «—Fe**~EDTA +0,"
2 02'7"' 2H" — H>,05+ O,
Fe?*~EDTA + H,0, <> HO" + OH + Fe**~EDTA

HO" + deoksiriboz — par¢alanma liriinleri —1s1—MDA

Sekil 3.5. Deoksiriboz metoduyla TBA-MDA kompleksinin olusumu
(Emen 2006)

Yaprak ekstraktlarmm 500 pg ml™lik stok ¢ozeltileri hazirlanip, stok
¢ozeltilerden 1-20 pg ml™ konsantrasyonlarda seyreltmeler yapildi. Reaksiyon karisimi
sirastyla; 100 pl-1 mM EDTA, 10 pl-10 mM FeCls, 100 pl-50 mM H,0,, 360 ul-10
mM deoksiriboz, 1 ml ekstrakt (1-20 pg ml™), 330 pl-50 mM pH 7.4 olan fosfat
tamponu ve 100 pl-1 mM askorbik asit icermektedir. Karisim 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibe edilen karigtmdan 1 ml alinip iizerine 1 ml %10’ luk TCA
ve 1 ml % 0.5’lik TBA ilave edildi. Daha sonra bu karigtm 100°C’de 20 dk inkiibasyona
birakildi. Karisim buzda sogutulduktan sonra 532 nm’de UV spektroskopide absorbansi
ol¢iildii. Pozitif kontrol olarak BHA ve BHT kullanildi. Negatif kontrol sadece ekstrakt
ve pozitif kontrol icermeyen test ornegidir. Artan konsantrasyona karsit % inhibisyon
degerleri grafige gegirilerek, asagidaki formiile gore hesaplandi (Kumar ve ark. 2005;
Emen 2006).

%Il = [ (AKontroI - Az')'rnek) / AKontroI] x 100
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3.2.10.2. Hidrojen Peroksit (H,0,) Séndiirme Aktivitesinin Incelenmesi

Yapraklarin etanol:su ekstraktinin H;O;, sondiirme aktivitesi Zhao ve ark.
(2006)’ye gore belirlendi. Pozitif kontrol (BHT ve askorbik asit) ve yaprak ekstraktinin
10 mg mi ™ lik konsantrasyonda stok ¢ozeltileri hazirland1 ve stok ¢ozeltilerden 100-400
ng ml™? konsantrasyonlarda seyreltmeler yapilarak deneyde iki yol izlendi. -Birinci
yolda 0.5 ml-0.1 mM H;,0, ve farkli konsanrasyonlardaki ekstrakt ve pozitif kontrolden
1 ml alind1, bu karisim tizerine 100 pl-%3’liilk amonyum molibdat, 10 ml-2M siilfiirik
asit (H,SO,4) ve 7 ml-1.8 M potasyum iyodiir (KI) eklendi. Sar1 renkli bu karisim, rengi
kaybolana kadar 5.09 mM sodyum tiyosiilfat (Na,S,03) ile titre edildi.-Ikinci yolda ise
1 ml-0.1 mM H,0, ve farkli konsanrasyonlardaki ekstrakt ve pozitif kontrolden 0.5 ml
alinip, karisim tizerine 100 pl-%3’lik amonyum molibdat, 10 ml-2 M siilfiirik asit
(H2SO4) ve 7 ml 1.8 M potasyum iyodiir (KI) ilave edildi. Sar1 renkli karisim yine rengi
kaybolana kadar 5.09 mM Na,S,0s ile titre edildi. Her iki yolda da ekstraktin hidrojen

peroksit sondiirme aktivitesi asagidaki esitlige gore hesaplandi.
Hidrojen peroksit sondiirme aktivitesi (%) = [(Vo- V1) [ Vo] % 100
Vo:Kontrol numunesinin titrasyonu i¢in kullanilan Na,S;03 ¢ozeltisinin hacmi

Vi:Uygulama orneklerinin etanol:su ekstrakti ve pozitif kontrol i¢in kullanilan

Na,S,03 ¢ozeltisinin hacmi

Bu metotta kontrol olarak askorbik asit ve BHT igin saf su, ekstrakt i¢in etanol:su
kullanildi.

3.2.11. Hidrojen Peroksit (H,O,) Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve tuz uygulamalarindan 0.25 g yaprak 6rnegi alindi ve 2.5 ml %]1°lik
(w/v) TCA ile havanda ezilerek homojenize edildi. Homojenat 12000xg’de 15 dk
santrifujlendikten sonra 0.5 ml siipernatant iizerine 0.5 ml 10 mM (pH7) fosfat tamponu
ve 1 ml 1 M KI ilave edildi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona

birakildiktan sonra 390 nm’de absorbanslar 6l¢iildii.

Daha sonra H,0, ilehazirlanan standart grafikten yararlanilarak kontrol ve
uygulama gruplarinda hidrojen peroksit miktar1 belirlendi (Velikova ve ark. 2000).
Standart grafik i¢cin 163 pM H,0; stok ¢ozeltisinden sirastyla 50, 100, 200, 300, 400,
500 pl pipetlendi (Sekil 3.6.). Her bir tiipe 1 ml 1 M Kl ilave edilerek son hacimler 10
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mM fosfat tamponu ile 2 ml’ye tamamlandi. Tiiplerdeki karisimin absorbanst 390
nm’de Olglildii. Absorbans degerlerine karsilik gelen pmol H;O, degerleri standart

grafik halinde verildi (Ulusu 2007; Tetiktabanlar2011).

0,6 y= 0.001x

0,5 R*=10.,993 &
z2 04 -
; 0,3 /
2 0.2
Q r
ﬁ 0!1 /
T, 0 0/’/'

0] 200 400 600
Derisim (uM)

Sekil 3.6. H,0, standart egrisi

3.2.12. Proteinlerin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) ile Analizi

SDS-PAGE analizinde tamponlarin pH’s1, ayrilacak olan molekiillerin yiikiini
belirler ve molekiillerin tek yonde goc¢ etmelerini saglar. Cesitlere ait protein
ekstraktlarinin, elektroforez i¢in jel lizerine yerlestirilmeleri gerekmektedir. Jeller

poliakrilamid yapidadir ve iki ayr1 kisstmdan (Ayirma jeli ve Yiikleme jeli) olusur.

Ayirma Jeli Cozeltisi: 3.3 ml %30 Bis-akrilamid, 2.5 ml 1.5 M Tris-HCI (pH
8.8), 0.1 ml %10 SDS, 4.1 ml dH,0, 5 ul TEMED ve 50 pl amonyum persiilfat ile
hazirland1 (%10 olacak sekilde).

Kaset haline getirilen iki cam levha arasina hazirlanan ayirma jeli, iist kistmda
tarak dislerinin yiliksekligi kadar bir bosluk birakilacak sekilde aktarildi. Ayirma jelinin
olusmast i¢in ortalama 30 dakika oda sicakliginda beklenerek akrilamid monomerlerinin
polimerlesmesi saglandi. Daha sonra da yiikleme jeli hazirlanarak kasetin geri kalan

kismina ilave edildi.

Yiikleme Jeli Cozeltisi: 1.7 ml %30 Bis-akrilamid, 2.5 ml 0.5 M Tris-HCI (pH
6.8), 0.1 ml %10 SDS, 5.7 ml dH20, 10 pl TEMED ve 50 pl amonyom persiilfat ile
hazirland1 (%10 olacak sekilde).

Yiikleme jeli, ayirma jeli iizerinde bulunan bosluga iki camin en iist seviyesine

kadar enjektor ile ilave edildi. Protein orneklerine yiikleme kuyusu olusturmak igin
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kaset diizenegine tarak yerlestirildi. Yine yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda

beklendikten sonra tarak yavasga ¢ikarildi.

Protein Orneklerinin Hazirlanmasi ve Orneklerin Kosturulmasi: Egit
hacimde protein 6rnedi ve protein uygulama tamponu (distile su, Tris-HCI, gliserol,
SDS, B-merkaptoetanol, bromophenol mavisi) ependorf tiipte karistirildiktan sonra 3 dk
kaynar su banyosunda bekletildi. Ornekler marker’la birlikte, izleme boyasmin
(bromofenol blue) yardimiyla protein 6rnekleri takip edilerek jelin bitimine 2 mm kala
elektroforez bitirildi. Jeller coomassie blue (% 0.1 Coomassie Blue R-250, % 45
metanol, % 10 asetik asit, % 45 distile su) boyasina alinarak protein bantlarinin goriiniir
hale gelmesi saglandi. Son olarak protein bantlar1 disindaki bantlarin uzaklastirilmasi
icin jeller boya giderici soliisyona alinarak protein bantlarinin net goriintiisti elde edildi.
Marker araciligi ile protein bantlarmin kDa degerleri hesaplanarak uygulamalar ve
kontrolleri arasindaki farklar karsilastirildi. SDS-PAGE protein elektroforezi Laemlii
(1970) metodu kullanilarak yapildi.

3.2.12. Istatistiki Analiz

Istatistiki analizler SPSS “for Windows 20.0 Standart version” paket programi
kullanilarak kontrol ve uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklar tek yonli varyans
analizi (ONE-WAY ANOVA) ve DUNCAN c¢oklu aralik testine gore p<0.05 onemlilik
degerinde yapildi (Duncan 1955).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez calismasinda, NaCI’nin farkli konsantrasyonlar1 (0, 100, 200 ve 300 mM)
ile olusturulan stres kosullarina maruz birakilan geltik ¢esitlerinin tuzluluk faktoriine
kars1 verdikleri yanitlar baz1 fizyolojik ve biyokimyasal parametreler kullanilarak

arastirilmistir.

Stres uygulamalarindan sonra ¢esitlere ait kok uzunlugu, siirgiin boyu, taze ve
kuru agirligi, bagil su igerigi, fotosentetik pigment icerigi ve MDA miktarindaki
degisimler karsilastirilarak hassas ve toleransli oldugu diisiiniilen c¢esitler tespit
edilmistir. Belirlenen ¢esitlerin (Gala, Karacadag, Tunca ve Aromatik-1) hassas veya
tolerant seviyeleri hakkinda kesin bir sonug elde etmek amaciyla antioksidan enzim
aktivitesi, ROT sondiirme aktivitesi, hidrojen peroksit icerigi ve SDS-PAGE teknigi

kullanilarak proteinler incelenmistir.

4.1. Kiiltiirel Islemler

24 saat siire ile imbibisyona birakilan ¢esitlere ait tohumlarin saksilara ekimi
gruplar halinde yapildiktan sonra 4 hafta siire ile "4 Hoagland besin soliisyonu ile

sulanmustir.

Tohum ¢imlenmesinin de dahil edildigi 4 haftalik gelisim periyodu sonunda, 10
giin boyunca 0, 100, 200 ve 300 mM NaCl ile yapilan uygulamalarla bitkiler tuz stres
faktoriine maruz birakilmigtir. Uygulamalar tamamlandiktan sonra yapilan gozlemlere

gore, baz1 ¢esitlerin tamaminda hafif ve yer yer sararma goriiliirken digerlerinde ise

yaprak sararmasinin lokal oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Cesitlere uygulanan NaCl stres faktoriiniin etkisi a. Uygulamadan 6nce bitkilerin
genel gorliniisii b. Uygulamadan 10 giin sonra bitkilerin genel goriniisii
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Uygulamalardan 10 giin sonra, ¢esitlerde meydana gelen morfolojik
degisikliklerin tespit edilmesi amaciyla uygulama gruplari kendi kontrolleri ile
karsilagtirilmis ve yiiksek tuz konsantrasyonunda (300 mM) Sumnu ve Karacadag
cesitlerinde sararma veya solmanin belirgin bir sekilde arttigi gézlemlenmistir (Sekil

4.2.cve 4.2.9).
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Sekil 4.2. NaCl uygulamalarmin 10.giniinii takiben gesitlerin goriintisii; a. Gala ¢esidinin genel
gOriiniigii, b. Edirne gesidinin genel goriiniisii, c. Sumnu ¢esidinin genel goriiniist, d. Negis
¢esidinin genel goriiniisli, e. Tunca gesidinin genel goriintisii f. Aromatik-1 ¢esidinin genel
goriiniigii g. Karacadag cesidinin genel goriiniisii h. Hazro ¢esidinin genel goriiniisii

tOR
A

4.2. Cesitlerde Siirgiin ve Kok Uzunluklar:

Stres uygulamalarma bagli olarak ¢esitlerin siirgiin boyu ve kok uzunluklarinda

meydana gelen degisimler Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. NaCl'nin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan stres ortaminda
gesitlerin siirgiin boyu uzunlugunda gdzlenen degisimler (cm bitki™)*

Kontrol 100 mM NaCl 200mM NacCl 300mM NacCl

Cesitler Ortalama Ortalama Ortalama OrtalamA
Gala 38.760° 36.610™ 34.250 34.370
Edirne 28.730° 31.040° 29.870° 28.790°
Sumnu 24.410° 23.880° 23.250° 23.210°
Negis 34.620° 31.620%® 32.930™ 30.200°
Tunca 38.810° 37.170° 38.140° 39.080°
Aromatik-1  31.420° 29.210° 29.640™ 28.540°
Karacadag  26.230™ 27.700°* 24.660° 24.990°
Hazro 24.590% 25.830% 23.740% 24.110%
* Aym satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05)ifade
etmektedir.

Test edilen tim tuz konsantrasyonlarinda Edirne, Sumnu, Tunca ve Hazro
gesitlerinin siirgiin biiylimesinde meydana gelen artis veya azalis degerleri, kendi
kontrol gruplart ile kiyaslandiginda istatistiki agidan 6nemsiz oldugu saptanmistir. Buna
karsin tuz konsantrasyonuna bagli olarak Gala, Sumnu, Negis ve Aromatik-1’in siirgiin
boy uzunlugunda kontrollerine gére azalma tespit edilmistir (Sekil 4.3.). 300 mM NaCl
uygulamasinda meydana gelen azalma Gala’da %11.3, Negis’te %12.7 ve Aromatik-

1’de %9.1 olup, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.1.).
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B Kontrol B 100 mM NaCl 200 mM NacCl B 300 mM NaCl

Siirgiin boyu (cm)

Sekil 4.3. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin ¢esitlerde siirgiin boyu uzunluguna etkisi

Kontrol grubundaki bitkilerle uygulama gruplart karsilagtirildiginda, Gala (100
ve 300 mM) ve Edirne ¢esitleri (100 mM) hari¢ tiim konsantrasyonlarda kok
uzunluklarinin arttigi gézlenmistir (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.4.).

Cizelge 4.2. NaCI’nin farkli konsantrasyonlar ile olusturulan stres ortaminda ¢esitlerin kdk
uzunluklarinda meydana gelen degisimler (cm bitki™) *

Kontrol 100 mM NaCl 200 mM NaCl 300 mM NaCl
Cesitler Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 17.140° 17.120° 18.910° 15.770°
Edirne 13.480° 13.450° 16.920° 17.600°
Sumnu 14.000° 14.430° 16.480° 16.990°
Negis 15.660° 16.220° 17.490" 18.870°
Tunca 13.380° 15.980° 15.840° 15.460°
Aromatik-1 13.710° 16.940° 17.5002 17.630°
Karacadag 14.380° 17.760° 17.920° 17.150°
Hazro 14.900° 17.040° 17.0202 18.110%

* Ayni satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05) ifade etmektedir

100 mM’lik uygulamada Edirne, Gala, Sumnu ve Negis cesitlerinden kontrol
grubu ile benzer sonuglar alinmig ve bu sonuglar istatistiki acidan da Onemsiz
bulunmustur. Geriye kalan dort ¢esitte kok boyunda meydana gelen artiglarin p < 0.05
seviyesinde kontrollerine gore Onemli oldugu goriilmistir. Tuz uygulamalarinin
konsantrasyonuna bagli olarak Negis c¢esidinin kok uzunlugunda diizenli bir artig
gdzlenmis ancak istatiksel olarak farklilik sadece 300 mM’lik uygulamadan alinmistir.
Uygulamalardan sonra Tunca ¢esidinde kok uzunlugu kendi kontroliine gore artmasina

ragmen her ii¢ uygulamadan benzer sonuclar alinmis ve istatiksel olarak fark 6nemsiz

48



Pinar ORCAN

bulunmustur. 200 mM NaCI uygulamasinda sadece Negis ¢esidinde, 300 mM seviyede
ise sadece Gala cesidinde kok uzunlugunda meydana gelen degisim istatistiki olarak
onemsiz bulunmustur. 200 mM NaCl uygulamasi Gala ¢esidinin kok uzunlugunda
onemli bir artisa neden olmus ancak bir sonraki konsantrasyonda (300 mM) ise bir

diisiis saptanmustir.

® Kontrol ™ 100 mM NacCl 200mM NaCl ™ 300 mM NaCl

25
20
15 -
10 A

K6k boyu (cm)

Sekil 4.4. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin ¢esitlerde kok uzunluguna etkisi

Sumnu, Negis ve Aromatik-1 ¢esitlerinde tuzlulugun artigina paralel olarak kok
uzunlugunda da artis gozlenmistir. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, meydana
gelen bu artiglar sadece Aromatik-1 cesidinde tiim NaCl uygulamalar: icin istatistiki

ac¢idan 6onemli bulunmustur.

4.3. Cesitlerin Yaprak Taze -Kuru Agirhiklan
Uygulama ve kontrol gruplarindan alinan yaprak taze agirliklarinda meydana

gelen degisimler Cizelge 4.3. ve Sekil 4.5.’te verilmistir.

Cizelge 4.3. NaCl’'nin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan stres ortaminda
cesitlerin yaprak taze agirliklarinda meydana gelen degisimler (g)*

Cesitler Kontrol 100 mM NaCl 200 mM NaCl 300mM NacCl

Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 0.281° 0.237° 0.226* 0.276°
Edirne 0.439° 0.389% 0.329° 0.385°
Sumnu 0.375° 0.245° 0.359° 0.341°
Negis 0.397° 0.363% 0.445° 0.403%
Tunca 0.301° 0.442° 0.328° 0.365°
Aromatik-1 0.320° 0.288% 0.280° 0.275°
Karacadag 0.377° 0.382° 0.342™ 0.294°
Hazro 0.327° 0.306% 0.301° 0.289°
*Aym satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki onemi (p<0.05) ifade
etmektedir
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Diisiik NaCI konsantrasyonu (100 mM) Karacadag ve Tunca hari¢ diger
cesitlerin yaprak taze agirliginda azalmaya neden olmustur. Ancak taze agirlik
degerlerindeki bu azalmalar, Sumnu hari¢ diger gesitlerde istatistiksel olarak onemli
bulunmamistir. Cizelge 4.3.’te goriildiigi gibi 200 ve 300 mM NaCIl uygulamalari
Negis c¢esidinde artisa neden olurken Tunca’da ise 100 mM’de daha fazla olmak {izere
her ii¢ uygulamadan alinan artis degerleri birbirine yakin goriilmiis ve aradaki fark

onemli bulunmamustir.

Negis icin en yiiksek artis (0.44 g) 200 mM’lik konsantrasyonda alinirken
benzer sonu¢ (0.44 g) 100 mM uygulama ile Tunca i¢in tespit edilmistir. Hazro ve
Aromatik-1 gesitlerinde ise konsantrasyon artisina bagli olarak taze agirlik degerlerinde
diizenli bir azalis meydana gelmis ancak degerlerdeki bu azalis istatistiki acidan

onemsiz bulunmustur(Cizelge 4.3.).

B Kontrol ™ 100mM NaCl 200mM NaCl ™ 300mM NaCl

Taze agirhk (gr)

Sekil 4.5. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin ¢esitlerde yaprak taze agirligina etkisi

NaCl stres faktoriine yanit olarak cesitlerin yaprak kuru agirlik degerlerinde
meydana gelen degisimler istatiksel olarak degerlendirilmis ve Cizelge 4.4. ve Sekil

4.6.”da verilmistir.

Uygulamalardan sonra NaCIl konsantrasyon artigina bagl olarak ¢esitlerin kuru
agirliklarinda farkliliklar olmustur. Uygulama gruplarinin yaprak kuru agirliklar
kiyaslandiginda, NaCl stresi Hazro, Aromatik-1 ve Gala ¢esitlerinde yok denecek kadar
onemsiz kigiik degisikliklere yol agmustir (Sekil 4.6.). Tuzluluk stresinin siddetlenmesi
(300 mM) ile kontrolleriyle karsilastirildiklarinda Hazro, Karacadag, Aromatik-1 ve

50



Pinar ORCAN

Edirne ¢esitlerinin kuru agirliginda azalma tespit edilmis, ayn1 uygulamaya yanit olarak

sadece Karacadag ¢esidi i¢in alinan deger (% 20.5) istatiksel olarak 6nemli bulunmustur

(Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. NaCI’'nin farkli konsantrasyonlar: ile olusturulan stres ortaminda
cesitlerin yaprak kuru agirliklarinda meydana gelen degisimler (g)*

Cesitler Kontrol 100 mM NacCl 200 mM NacCl 300 mM NacCl
St Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 0.052° 0.0572 0.062% 0.061°
Edirne 0.078? 0.090° 0.070° 0.076°
Sumnu 0.063? 0.047° 0.0672 0.063
Negis 0.067™ 0.063° 0.083° 0.070™
Tunca 0.047° 0.070° 0.055% 0.061™
Aromatik-1 0.060° 0.063? 0.0612 0.059%
Karacadag 0.068° 0.073° 0.070° 0.054"
Hazro 0.056° 0.056° 0.0572 0.054°

*Ayn satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki onemi (p<0.05) ifade

etmektedir

Sumnu ¢esidi kendi kontrol grubundaki bitkilerle karsilastirildiginda, en diisiik

konsantrasyon olan 100 mM’lik uygulama kuru agirhiginin azalmasina neden olmus ve

bu azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Diger uygulamalardan (200 ve 300

mM) elde edilen degerlerde ise artis tespit edilmis ve belirlenen bu degerler istatistiki

olarak 6nemli bulunmamustir. Cizelge 4.4.’te goriildiigi gibi, Negis ve Tunca gesitlerine

ait degerlerdeki degisim, baz1 gruplarda (100 ile 200 mM NaCl) istatiksel olarak dnemli

bulunmus ¢iinkii uygulamalara verilen yanit birbirinden farkli olmustur.

= Kontrol

B 100 mM NaCl

200 mM NacCl

B 300 mM Nacl

0,12
0,1

0,08
0,06
0,04
0,02

Kuru agirlik (gr)

O
\g &
&

Sekil 4.6. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin ¢esitlerde yaprak kuru agirligina etkisi
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4.4. Cesitlerin Yapraklarinda Zararlanma Derecesinin Belirlenmesi

Arastirmamizda, NaCl uygulamalarinin neden oldugu gozle goriilebilen
morfolojik hasarlar tespit edilerek 0-5 gorsel skala olusturulmustur (Sekil 4.7.).
Tuzlulugun artisina baglh olarak cesitlerin stresten etkilenme dereceleri farkli bulunmus
ve goOzle goriiniir morfolojik hasar sararma ve yapraklarda nekroz seklinde ortaya
cikmistir. Diisiik konsantrasyon (100 mM NacCl) altinda strese maruz birakilan gesitler
0-5 gorsel skala degerlendirilmesi bakimindan karsilastirildiginda, en fazla morfolojik
hasarin Gala, Edirne ve Hazro’da oldugu belirlenmistir. 300 mM NaCI uygulamasi ise
strastyla Sumnu ve Hazro’da en fazla hasara neden olurken ikinci sirada benzer yanitlar
Karacadag, Gala ve Edirne ¢esitlerinde tespit edilmistir. Ayni konsantrasyonda daha az
etkilenenler ise Tunca ve Aromatik-1 olarak belirlenmistir. NaCI’nin tim
konsantrasyonlarinda yaprak zararlanma derecesi bakimindan en az hasar Tunca ¢eltik

cesidinde olmustur (Sekil 4.7.).

M Kontrol M 100 mM NaCl 200mM NaCl 1 300 mM NacCl

0-5 Gorsel skala (puan)

Sekil 4.7. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin etkisiyle cesitlerde yaprak zararlanma derecesi

4.5. Cesitlerde Bagil Su iceriklerinin Belirlenmesi (%0)

Tuz uygulamalarina bagli olarak cesitlere ait yapraklarin bagil su igeriklerinde
meydana gelen degisimler ve bunlarin istatistiksel verileri Cizelge 4.5.’teverilmistir.
Bagil su igerigine ait degerler kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, uygulanan stres
faktoriine karst gesitler farkli seviyelerde yanitlar vermis ve istatistiki agidan degerler
arasinda onemli farkliliklar bulunmustur. Calismamizdan elde ettigimiz sonuclara gore,
genel olarakNaCl konsantrasyonu arttik¢a tiim cesitlerde bagil su igeriginin kontrol

gruplarina gore azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.8.).
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100 mM NaClI uygulamasindaki tiim ¢esitler karsilastirildiginda, % bagil su
igerigi degeri Gala gesidinde en diisiik (%67) olurken Negis, Tunca ve Aromatik-1’de
(swrastyla 9%90; %86; 9%85) en yiiksek degerler elde edilmistir. Yiksek tuz
konsantrasyonunda (300 mM NaCl) ise en diisiik bagil su icerigine ait degerler Gala ve
Karacadag’da (sirasiyla %66; %74); en yiiksek bagil su icerigi degerleri ise Aromatik-1
ve Tunca (sirasiyla %86; %85) celtik ¢esitlerinden alinmstir.

Kontrol grubundaki bitkiler ile 100 mM NaCl uygulama grubundaki bitkiler
karsilastirildiginda, bu konsantrasyon Karacadag ¢esidi harig, tiim gesitlere ait bagil su
iceriginde azalmaya neden olmustur. Sekil 4.8.’de goriildiigli gibi Sumnu, Hazro, Tunca
ve Aromatik-1I¢esitleri i¢in alinan degerler tiim uygulama gruplarinda (100, 200 ve 300
mM) birbirine yakin bulunmustur.

Tiim tuz uygulamalarinda en az degisim ve kontrollerine yakin degerler Tunca
(swrasiyla; %2.9- %3.36- %4.3 azalma) ve Sumnu (sirasiyla; %3.6- 4.02- 4.26 azalma)
cesitlerinden alindigi igin bagil su igerigi bakimindan tuzluluk stresinden en az etkilenen

cesitler olarak saptanmiglardir.

120 H Kontrol B 100 mM NaCl 200 mM NaCl B 300 mM NaCl

g 100
@ 80 -
& 60
>
“ 40 -
g 20 -

0 -

Sekil 4.8. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin ¢esitlerde bagil su igerigine etkisi

Cizelge 4.5.’te verilen cesitlere ait % azalma oranlari incelendiginde, diisiik tuz
konsantrasyonu olan 100 mM’de Tunca (%2.904) ve Sumnu (%3.695) ¢esitlerinde
azalma oranlar1 en diisiik seviyede olurken, Gala (%17.673) ve Hazro (%11.957),

cesitlerinde ise azalma oraninin ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (200 ve 300 mM) tiim cesitler arasindan en
fazla % azalma oranlar1 Gala (%18.3), Hazro (%12.3) ve Negis (%]11.4) ¢esitlerinden
alimmis ve bu konsantrasyonlarda en az etkilenen ¢esitlerin ise Sumnu, Aromatik-1 ve
Tunca oldugu belirlenmistir. Karacadag c¢esidi kontroliine gére 100 ve 200 mM’lik
konsantrasyonlarda (swrastyla %+0.016 ve %-3.243) Onemsiz sayilacak sekilde
etkilenirken, 300 mM’lik NaCI’de bagil su igerigi (%11.209) ani bir artig ile
etkilenenler grubunda dordiincii sirada yer almistir (Cizelge 4.5.).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.6. Fotosentetik Pigment iceriklerinin Belirlenmesi

Tuz stres faktoriiniin klorofil-a, klorofil-b, toplam klorofil ve toplam karotenoid

miktarinda yol agtig1 degisimler Cizelge 4.6., 4.7., 4.8.ve 4.9.da verilmistir.

Uygulama yapilan ¢esitler kendi kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, Negis,

Aromatik-1, Karacadag ve Hazro gesitlerinin Klorofil-a icerigine ait degerlerde benzer

artis veya azalis tespit edildiginden istatistiki agidan 6nemli bulunmamustir.

Cizelge 4.6.’da goriildiigli gibi stres faktoriine yanit olarak Edirne cesidinde
artan konsantrasyona bagli olarak klorofil-a miktarindaki azalma (0.47, 0.46, 0.44, 0.42
mg g) istatiksel olarak 6nemli bulunmustur. 300 mM NaCI uygulamasinda Gala
¢esidinin Kklorofil-a miktarindaki azalma (0.34 mg g™) kontroliine gore istatistiksel

olarak dnemli bulunmustur.

Cizelge 4.6. NaCl’nin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan stres ortaminda gesitlerin
klorofil-a igeriklerinde meydana gelen degisimler (mg g™ TA)*

Cesitler Kontrol 100 mM NaCl 200 mM NaCl 300 mM NacCl
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 0.440° 0.472° 0.450° 0.348"
Edirne 0.471° 0.466™ 0.444% 0.425°
Sumnu 0.442" 0.458" 0.475° 0.437°
Negis 0.450° 0.473? 0.469° 0.469°
Tunca 0.446" 0.450™ 0.472" 0.477°
Aromatik-1 0.427° 0.450° 0.449 0.434°
Karacadag 0.413° 0.412° 0.464° 0.437°
Hazro 0.433? 0.410° 0.418? 0.440°

* Ayni satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05) ifade etmektedir

NaCl konsantrasyonunun artisina paralel olarak, Tunca ¢esidinin klorofil-a
iceri8i icin elde edilen degerlerde diizenli bir artis tespit edilmesine ragmen bu artis
kendi aralarinda istatistiki olarak énemli bulunmamistir. Buna karsin gruplar ayr1 ayn
kontrol ile kiyaslandiginda, sadece 300 mM NaCl grubu arasindaki fark onemli
bulunmustur (Cizelge 4.6.).

Gala ¢esidi 300 mM NaCI’de kontroliine gore %20’lik azalma, Karacadag ise
200 mM’da kendi kontroliine gére %12’lik artma ile klorofil-a igeridi i¢in en yiiksek

artis ve azalis oranlar1 belirlenmistir (Sekil 4.9.).
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W Kontrol ®m100mM NaCl ™ 200 mM NaCl ™ 300 mM NacCl
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Sekil 4.9. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin gesitlerin klorofil-a i¢erigine etkisi

Cesitlerin Klorofil-b_icerigi degerlendirildiginde; Negis, Aromatik-1 ve Hazro

cesitleri i¢in tiim uygulamalardan elde edilen degerler kendi gruplart igerisinde benzer
oldugundan, istatistiki a¢idan fark bulunmamistir (Cizelge 4.7.). NaCl konsantrasyonu
arttikga Edirne ¢esidinin klorofil-b miktarinda kontroliine gore diizenli bir azalis, Tunca

cesidinde ise artis gozlenmistir (Sekil 4.10.).

M Kontrol M 100 mM NaCl = 200 mM NaCl ® 300 mM NacCl

~ 04
w035
E 03
@ 025
o 015
£ o1
o

5 005
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Sekil 4.10. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin gesitlerin klorofil-b igerigine etkisi

En diisiik tuz uygulamasi olan 100 mM NaCI’de Gala, Sumnu, Negis, Tunca ve
Aromatik-1 ¢esitlerinin klorofil-b igeriginde kontrollerine gore artis kaydedilmis ve bu

artig sadece Gala ¢esidinde istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.7.).

200 mM NaCl’de Edirne ve Karacadag disindaki tiim ¢esitlerde klorofil-b
icerigine ait veriler kendi kontrol gruplar ile karsilastirildiginda istatistiki olarak

Oonemsiz bulunmustur.
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300 mM’lik tuz stresi etkisiyle Gala, Edirne ve Sumnu’da klorofil-b
miktarinda kontrole gore azalis, diger cesitlerde ise artis oldugu belirlenmistir. Ayrica
ayn1 uygulamada Tunca, Gala ve Edirne disindaki tiim ¢esitlerde klorofil-b igerigine ait
veriler kendi kontrol gruplart ile karsilagtirildiginda istatistiki olarak Onemsiz

bulunmustur.

Cizelge 4.7. NaCl'nin farkli konsantrasyonlar ile olusturulan stres ortaminda cesitlerin
klorofil-b igeriklerinde meydana gelen degisimler (mg g™ TA)*

Kontrol 100 mM NacCl 200 mM NacCl 300 mM NaCl
Cesitler Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 0.248° 0.328° 0.258° 0.156°
Edirne 0.284° 0.278? 0.225° 0.206°
Sumnu 0.227" 0.258" 0.355° 0.218°
Negis 0.233° 0.347° 0.280° 0.319°
Tunca 0.227° 0.230° 0.322™ 0.354
Aromatik-1 0.203° 0.229° 0.231° 0.220°
Karacadag 0.192° 0.183° 0.276° 0.221™
Hazro 0.2112 0.183% 0.197% 0.225%
* Aym satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05) ifade

etmektedir

NaCl stres faktoriine maruz birakilmis geltik ¢esitlerinin toplam klorofil icerigi

degerlendirildiginde; Negis, Aromatik-1 ve Hazro gesitlerindekiiglik oranda artig veya

azalis olmus ancak istatistiki olarak dnemli bulunmamustir (Cizelge 4.8.).

H Kontrol ™ 100 mM NaCl 200mM NaCl m 300 mM NaCl

Toplam klorofil igerigi (mg g)
o
>

Sekil 4.11. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin ¢esitlerin toplam klorofil igerigine etkisi

Tuz konsantrasyonu arttik¢a Edirne ¢esidinin toplam klorofil igeriginde diizenli

bir azalig, Tunca ¢esidinde ise diizenli bir artis kaydedilmistir (Sekil 4.11.). Kontrol ve
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100 mM’lik uygulama grubundan alinan sonuglar Edirne ¢esidi i¢in istatistiksel agidan
anlamsiz bulunmus ancak konsantrasyon arttikca (200 ve 300 mM) azalan degerler
arasindaki fark kontrole gore anlamli bulunmustur. Bununla birlikte kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda, 100 mM uygulama grubunda Gala, 200 mM uygulama grubunda ise
Edirne ve Karacadag cesitlerindeki toplam klorofil igerigi istatistiki ag¢idan Onemli

bulunmustur (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. NaCI’nin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan stres ortaminda gesitlerin
toplam klorofil iceriklerinde meydana gelen degisimler (mg g* TA)*

Cesitler Kontrol 100 mM NacCl 200 mM NacCl 300 mM NacCl
$ Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 0.689° 0.799° 0.708° 0.504°
Edirne 0.755% 0.744° 0.669° 0.632°
Sumnu 0.669" 0.716™ 0.830° 0.656°
Negis 0.683% 0.820° 0.748° 0.789°
Tunca 0.673° 0.681° 0.795 ™ 0.831°
Aromatik-1 0.631° 0.680° 0.680° 0.654°
Karacadag 0.605° 0.596° 0.740° 0.658™
Hazro 0.645% 0.593% 0.615% 0.665%

*Aym satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05) ifade etmektedir

Calismamizda, uygulama ve kontrol gruplan karsilastirildiginda, toplam

karotenoid iceriginde istatistiki a¢idan farklar 6nemli bulunmustur. Tuz stresi

kosullarinda Edirne, Negis ve Aromatik-1 gesitlerindeki toplam karotenoid miktarlart

tim uygulamalarda istatistiki agidan benzer bulunmustur (Cizelge 4.9. ve Sekil 4.12.).

H Kontrol ® 100 mM NaCl 200 mM NaCl = 300 mM NaCl
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Sekil 4.12. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin gesitlerin toplam karotenoid icerigine etkisi

59



4. ARASTIRMA BULGULARI

Edirne, Negis, Sumnu, Tunca ve Aromatik-1 gesitlerinin 100 ve 300 mM NaCl
uygulama gruplar1 kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda, toplam karotenoid igerigi
yoniinden olusan fark istatistiki olarak 6nemli goriilmemistir.

Hazro ¢esidinin toplam karotenoid igerigi uygulamalarin tiimiinde kendi
kontroliine gére azalmistir. Degerlerdeki bu azalma 100 ve 200 mM’lik uygulamalarda
istatiksel olarak anlamli goriiliirken, 300mM uygulama grubunda fark anlamsiz

bulunmustur (Cizelge 4.9.).

100 mM’de kontrole gore azalma orant Tunca ¢esidinde %3.462, Hazro’da ise
%10.307 olarak belirlenmistir. Ayrica ayni konsantrasyonda, toplam karotenoid
miktarinin en yiiksek % artis oran1 Gala ve Aromatik-1 (sirasiyla %17.669; 11.080)
cesitlerinde olmustur. 300 mM tuz uygulamasinda en yiiksek artig ylizdesi Karacadag,

en disiigii ise Edirne ¢esidinde olmustur.

Sonug¢ olarak, c¢alismamizda kullanilan tim geltik c¢esitlerinde fotosentetik
pigment igeriklerinin (klorofil-a ve klorofil-b, toplam Klorofil, toplam karotenoid)

uygulanan NaClI konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik gosterdigi belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.7. Cesitlerde Lipid Peroksidasyonu Derecesinin Belirlenmesi

Calismamizda, tuz stresi faktorii altinda bitkilerin hiicre membraninda meydana
gelen hasar; lipid peroksidasyonunun bir {iriini olan MDA miktar1 oOlgiilerek
belirlenmistir. Tuz stresinin etkisiyle gesitlerin MDA igerigindeki degisimler Sekil 4.13.

ve Cizelge 4.10.’da verilmistir.

B Kontrol M 100 mM NaCl 200 mM NaCl M 300 mM NaCl

MDA igerigi (umolg? TA)

Sekil 4.13. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin ¢esitlerin MDA igerigine etkisi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, genel olarak stres faktoriiniin gesitlerin
MDA igeriginde artisa yol agtig1 ve gruplar arasinda istatistiki agidan dnemli farkliliklar
oldugu bulunmustur (Cizelge 4.10.). Edirne ve Karacadag ¢esitlerinde tuzluluk (NaCI)
siddetinin artisina bagli olarak MDA miktarinda diizenli bir artis goriilmiistiir. 300
mM’lik uygulamanin bitkilerin ¢ogunun MDA diizeylerinde artisa yol actigi tespit
edilmistir. Bu konsantrasyonda MDA artiginin (%) en fazla oldugu gesitler sirasiyla
Karacadag (%40.6), Negis (%37.6), Gala (%29.6) ve Hazro (%27.5) olarak
belirlenmistir. Sonucta tuzlulugun gesitlerin hiicre zarinda farkli oranlarda zarara neden

oldugu belirlenmistir. pmol g™

Cizelge 4.10.°da verildigi gibi en diislik konsantrasyon olan 100 mM’de MDA
miktarmin en yiiksek oldugu g¢esit Sumnu (%34.4) ve Gala (%24.9) olarak
belirlenmistir. Hazro ve Negis cesitleri ise 100 mM’lik uygulamaya diger ¢esitlerden
cok daha farkli yanit vermistir. NaCI’nin en diisiik uygulamasinda s6z konusu ¢esitlerin
MDA miktarinda kontrollerine gore belirgin bir diisiis kaydedilmistir (sirastyla % 5.0-

17.3). Sonug¢ olarak kontrol ile kiyaslandiginda, en diisilk konsantrasyonda en fazla
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etkilenen gesitlerin Sumnu ve Gala oldugu belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyon olan
300 mM’de ise en c¢ok etkilenen cesitler Karacadag, Negis ve Gala, en az etkilenenler

ise Tunca ve Aromatik-1 cesitleri olmustur.
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4.8. Tolerant ve Hassas Celtik Cesitlerinde Yapilan Analizler

Calismada, NaClI ile olusturulan stres faktoriiniin gesitler iizerindeki etkisini
tespit etmek amaciyla “silirgiin  boyu-k6k uzunlugu, yaprak taze-kuru agirligi,
yapraklardaki zararlanma durumu, bagil su igerikleri, fotosentetik pigment igerikleri ve

lipid peroksidasyonu derecesi” analizlerinin degerlendirilmesi sonucunda;

e Tuz tolerans derecesi bakimindan basit fakat etkili bir kriter olan yaprak
zararlanma durumu degerlendirildiginde, stres faktoriinden Aromatik-1 ve
Tunca ¢esidinin fazla etkilenmedigi, aksine Gala, Sumnu ve Karacadag’in en

cok etkilenen gesitler oldugu belirlenmistir.

e Bagil su i¢erigi yoniinden en az etkilenenler Sumnu, Tunca ve Aromatik-1, en

cok etkilenenler ise Gala ve Karacadag olmustur.

e Duyarli ve toleransl gesitlerin secilmesinde kullanilan fakat yeterli goriilmeyen
bir parametre olan fotosentetik pigment icerikleri yoniinden en az etkilenen

Aromatik-1 ve Hazro en ¢ok etkilenen Gala ve Karacadag olmustur.

e (Calismamizda, tuzluluk stresine bagli olarak uygulama bitkilerinde MDA
miktarinda artis gézlenmis ve hiicre zar1 hasarma yol acan lipid peroksidasyon
derecesi bu anlamda en etkili bir gosterge olarak belirlenmistir. Calismada, lipid
peroksidasyonu yoniinden en az etkilenenler Tunca ve Aromatik-1 en ¢ok

etkilenenler ise Gala, Karacadag ve Hazro olarak belirlenmistir.

Tuzluluga kars1 hassas veya tolerant olan gesitlerin se¢imi i¢in yapilan analizler
sonucunda cesitler arasinda, 8 gesit igerisinden (Gala, Edirne, Sumnu, Negis, Tunca,
Aromatik-1, Karacadag, Hazro) Gala ve Karacadag hassas, Tunca ve Aromatik-1

cesitleri ise tolerant olarak segilmistir.

Hassas ve tolerant oldugu diisiiniilen bu ¢esitlerde prolin igerigi, antioksidan
enzim aktivitesi, ROT sondiirme aktivitesi, H,O, icerigi ve SDS-PAGE teknigi ile
protein analizleri yapilarak tuz stres faktorii altinda hassas ve tolerant g¢esitlerin vermis

olduklar1 yanitlar aragtirilmistir.
4.8.1. Prolin iceriginin Belirlenmesi

Cesitli gevresel strese maruz kalan bitkilerde biriken prolin, hassas veya tolerant

seviyesinin belirlenmesinde yaygin bir deneysel parametre olarak kullanilan
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ozmolitlerden bir tanesidir. Stres kosullarinda bitkiye direng yetenegi saglayan prolin,
genellikle dokularda farkli oranlarda miktar1 artan ve suda ¢6ziinebilir bir aminoasittir.
Bu nedenle bitkisel dokularda prolin birikimi s6z konusu bitkinin stresten etkilendigini

gosteren bir parametre olarak kabul edilir.
Olusturulan tuz stresi ortaminda cesitlerin prolin igeriginde meydana gelen

degisimler Cizelge 4.11. ve Sekil 4.14.’te gosterilmistir.

Cizelge 4.11. NaCl’nin farkli konsantrasyonlar1 ile olusturulan stres ortaminda gesitlerin
prolin iceriklerinde meydana gelen degisimler (mmol g™* TA)*

Kontrol 100 mM NaCl 200 mM NaCl 300 mM NaCl
Cesitler Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 5.007° 5.573° 6.600" 7.570°
Karacadag 3.212¢ 4.937° 5.910° 7.204°
Tunca 4.119° 4.386" 4.185° 5.204°
Aromatik-1 3.746° 4.838° 5.434° 6.214°

* Ayni satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05) ifade etmektedir

Cizelge 4.11°de verilen degerlere gore, cesitlerin igerdigi prolin miktarlarinda
konsantrasyon ve genotipe bagli olarak kontrol gruplarina kiyasla farkli oranlarda

artiglar gozlenmistir.

Kontrol grubundaki bitkilerle karsilastirildiginda, Gala, Karacadag ve Aromatik-
1 ¢esitlerinin prolin miktarindaki artis degerleri istatistiksel olarak énemli bulunurken,
Tunca ¢esidinde 300 mM’lik uygulama hari¢ gruplar arasinda istatistiki fark
bulunmamistir. Bununla birlikte Gala ve Karacadag cesitlerindeki prolin birikim orani
Tunca ve Aromatik-1’dekine gore daha fazla bulunmustur (Sekil 4.14.). Uygulamalarin
tiimiinde en yiiksek prolin miktar1 Gala (sirasiyla; 5.57 - 6.6 ve 7.57 mmol g') en
diisiik ise Tunca gesidinde (sirasiyla; 4.38 - 4.18 ve 5.20 mmol g™*) oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.11.).
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®Kontrol m100mM NaCI 200mM NaCI = 300mM NaCl
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Sekil 4.14. NaCl stres faktoriiniin etkisiyle ¢esitlerin prolin igerigindeki degisimler

4.8.2. Toplam Coziinebilir Protein Miktarmin Belirlenmesi

Tuz stresi kosullarinda hiicreye fazla miktarda giren Na® ve CI” iyonlari
proteinlerin yapilarinda bicimsel degisikliklere yol agar. 100, 200, 300 mM NaCl
uygulamalarinin g¢esitlere ait protein igeriginde meydana getirdigi degisimler kontrol
gruplar ile birlikte Sekil 4.15. ve Cizelge 4.12.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. NaCI’nin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan stres ortaminda cesitlerin
toplam ¢6ziinebilir protein igeriklerinde meydana gelen degisimler (mg g’

LTA)*
Cesitler Kontrol 100 mM NaCl 200 mM NaCl 300 mM NaCl
$ Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 7.02° 7.32° 7.12° 7.92°
Karacadag 6.53% 6.65% 7.19% 6.92%
Tunca 5.64% 5.63% 5.55% 5.70%
Aromatik-1 5.92% 6.02% 5.99% 6.01%

*Aym satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05) ifade
etmektedir

Cizelge 4.12°de gorildigi gibi, uygulamalara bagli olarak gesitlerin protein
miktarinda farkli oranlarda artis ve azalis olmasina ragmen degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir (p<0.05). Gala ve Karacadag c¢esitlerinde
protein artis1 Tunca ve Aromatik-1’e gére daha fazla bulunmustur (Sekil 4.15.). Kontrol
gruplart ile karsilastirildiginda, 100 mM NaCl’de en yiiksek artis yiizdesi %4.3 ile Gala
cesidinde, 9%0.15’lik bir azalma ise Tunca’da olmustur. 300 mM’de ise en yiiksek artis
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yine Gala ¢esidinde (%12.9) gozlenirken ayni konsantrasyonda en diisiik artis Tunca’da
(%1.06) olmustur.

mKontrol ®m100mMNaCI ®m200mMNaCI ™ 300mM NaCl

Toplam ciziinebilir protein
icerigi (ng g1 TA)
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GALA KARACADAG TUNCA AROMATIK-1
Sekil 4.15. NaCl stres faktoriiniin etkisiyle cesitlerin toplam ¢oziinebilir protein igerigindeki
degisimler

4.8.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin incelenmesi

4.8.3.1. CAT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

CAT sitosol, mitokondri, kloroplast ve peroksizomlarda olusan HyO;’yi
uzaklastirmada rol alan 6nemli bir antioksidan savunma sistemi enzimlerinden bir tanesi

oldugu bildirilmistir (Miller ve ark. 2010).

NaCl’nin farkli konsantrasyonunu igeren ortamlarda bitki yapraklarinda CAT
enzim aktivitelerinde meydana gelen degisiklikler Cizelge 4.13. ve Sekil 4.16.’da

gosterilmistir.

Cizelge 4.13. NaCI’nin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan stres ortaminda gesitlerin
katalaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler (U mg™ protein

TA)*
Cesitler Kontrol 100 mM NaCl 200 mM NaCl 300 mM NaCl
$ Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 7.10° 7.23 9.38° 8.29"
Karacadag 6.92° 10.22° 7.14° 10.20°
Tunca 7.44° 11.75° 13.77° 16.90¢
Aromatik-1 7.86° 9.52° 16.61° 13.41°
*Ayni satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05) ifade
etmektedir
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Sekil 4.16.’da goriildiigii gibi NaCl konsantrasyonu arttik¢a cesitlere ait CAT
aktivitelerinde kontrol grubuna gore artis tespit edilmistir. Konsantrasyon artisina bagl
olarak Gala ve Karacadag cesitlerinde CAT aktivitesindeki artis veya azalig, Tunca ve

Aromatik-1 ¢esitlerine gore daha az olmustur.

200 mM NaCI uygulamasi ile Gala ¢esidinde CAT enzim aktivitesinin en
yilksek degeri (9.38 U mg™ protein) elde edilmis ve istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur. Oysa 300 mM’de enzim aktivitesinde tekrar bir diislis gozlenmis ve

kontrol grubu ile aralarindaki fark 6nemsiz bulunmustur.

Tunca c¢esidinde konsantrasyon arttikca CAT aktivitesinde diizenli bir artig
gozlenmis (Cizelge 4.13.) ve uygulamalardan elde edilen CAT aktivitesi sonuglari
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Cesitler karsilastirildiginda en fazla
artis Tunca i¢in 300 mM, Aromatik-1 cesidi i¢in ise 200 mM’lik uygulamalardan
alimmustir. Kontrollerine gore en diisiik enzim aktivitesi Gala ¢esidinin 100 mM
uygulamasindan alinirken benzer sonuglar 200 mM uygulama yapilan Karacadag

¢esidinde olmustur.

mKontrol ®100mM NaCI 200mM NaCI = 300 mM NaCl

CAT aktivitesi (U mg™! protein)

GALA KARACADAG TUNCA AROMATIK-1

Sekil 4.16. NaCl stres faktoriiniin etkisiyle gesitlerin CAT enzim aktivitesindeki
degisimler

4.8.3.2. APX Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
Uygulama yapilan cesitlerin APX enzim aktivite sonuglar1 degerlendirilmis ve
tuz seviyeleri ile cesitler arasindaki istatistiki farklar (p<0.05) Cizelge 4.14.‘te

gosterilmistir.
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APX enzim aktiviteleri incelendiginde; 52.0 U mg™ protein degeri ile en yiiksek
miktar Aromatik-1 ¢esidinin 100 mM NaCl seviyesinde ve bunu takiben sirasiyla
Tunca’nin 200 mM ve 100 mM NaCl (sirastyla; 47.0 ve 44.9 U mg™’ protein)
uygulamalarindan elde edilmistir (Sekil 4.17.).

EKontrol ®100mM NaCI 200mM NaCI  ®300mM NaCI
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Sekil 4.17. NaCl stres faktoriiniin etkisiyle ¢esitlerin APX enzim aktivitesindeki degisimler

Karacadag hari¢ diger ¢esitlerde APX enzim aktivitelerine ait sonuglar
kontrollerine gore daha yiikksek bulunmustur. Uygulamalara yanit olarak Karacadag
cesidinin APX enzim aktivitesinde degisen artislar olmasina ragmen veriler arasindaki
fark 6nemli bulunmamaistir. Cesitler kendi aralarinda karsilastirildiginda, 200 mM
NaClI seviyesi hari¢ en diisik APX aktivite degerleri Gala ¢esidinden elde edilmistir
(Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. NaCI’'nin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan stres ortaminda ¢esitlerin
askorbat peroksidaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler (U mg’
'protein TA)*

Cesitler Kontrol 100 mM NacCl 200 mM NacCl 300 mM NacCl
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama

Gala 22.40° 25.35° 31.782 24.23°
Karacadag 29.99° 39.94° 29.97% 32.57°
Tunca 32.15° 44.90° 47.05° 44.79°
Aromatik-1 35.98% 52.00% 38.34° 39.09?
*Aym satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki onemi (p<0.05) ifade
etmektedir
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4.8.3.3. GR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Hassas ve tolerant olarak se¢ilen cesitlerde GR enzim aktivitesine iliskin veriler

incelendiginde; tim uygulamalarda Tunca ve Aromatik-1 c¢esitlerinin Gala ve

Karacadag’a gore daha yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.18.).

® Kontrol m100mMNaCI =200mM NaCI m 300 mM NaCl
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Sekil 4.18. NaCl stres faktoriiniin etkisiyle ¢esitlerin GR enzim aktivitesindeki degisimler

100 mM NaCl stres uygulamalari gesitlerin tiimiinde GR enzim aktivitesinde

hizli bir artisa neden olmus ancak diger uygulama gruplarinda (200 ve 300 mM)

Aromatik-1 ¢eltik ¢esidi hari¢ konsantrasyon artigina paralel olarak diisiis gézlenmistir

(Cizelge 4.15.).

Cizelge 4.15. NaCl'nin farkli konsantrasyonlar: ile olusturulan stres ortaminda
cesitlerin glutatyon redilktaz enzim aktivitesinde meydana gelen
degisimler (U mgprotein TA)*

Cesitler Kontrol 100 mM NacCl 200 MM NaCl 300 mM NacCl
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 3.20° 4.40° 3.52° 3.26°
Karacadag 3.30° 6.60° 5.88" 4.86™
Tunca 5.60° 9.57 8.57™ 7.10™
Aromatik-1 6.20° 8.85° 7.63% 7.75°%

*Aym satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05) ifade

etmektedir

GR aktivitesi bakimindan gruplar arasindan en yiiksek deger Tunca ¢esidinin

100 mM NaCl (9.57 U mg™ protein) grubunda olmus ve bunu 8.85 U mg™ protein
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aktivite degeri ile Aromatik-1 ¢esidinin ayni uygulamasi takip etmistir. Buna karsin, GR
enzim aktivitesi icin en diisiik deger 3.26 U mg“ile Gala ¢esidinin 300 mM NaCl
uygulamasinda olmus ve gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz

bulunmustur.

4.8.3.4. SOD Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

NaCI'nin farkli konsantrasyonlarini igeren ortamda yetistirilen bitkilerin SOD
aktivite degerlerinde olusan degisiklikler kontrol grubu ile birlikte Cizelge 4.16. ve
Sekil 4.19.’da verilmistir.

® Kontrol ™100mM NaCI 200mM NaCI = 300mM NaCI

SOD aktivitesi (U mg! protein)

GALA KARACADAG TUNCA AROMATIK-1

Sekil 4.19. NaCl stres faktoriiniin etkisiyle ¢esitlerin SOD enzim aktivitesindeki degisimler

Kontrol grubundaki bitkilerle karsilagtirildiginda, tuzlulugun SOD enzim
aktivitesi iizerine etkisinin 6nemli oldugu ve konsantrasyon artisi ile enzim aktivitesinde

de artig oldugu belirlenmistir.

Diisiik tuz konsantrasyonunda (100 mM) kontrol grubuna gore, SOD aktivite
degerinde artis goriilmesine ragmen Gala ve Aromatik-1 g¢esitlerinde bu degerler
istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur. Tunca’da ise enzim aktivite degerleri tiim
uygulamalarda konsantrasyon artisina paralel olarak diizenli bir artis gostermis ve

istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (Cizelge 4.16.).
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Cizelge 4.16. NaCl’nin farkli konsantrasyonlar1 ile olusturulan stres ortaminda cesitlerin
siiperoksit dismutaz enzim aktivitelesinde meydana gelen degisimler (U mg™
protein TA)*

Cesitler Kontrol 100 mM NacCl 200 mM NacCl 300 mM NacCl
$ Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Gala 18.490° 19.590° 22.881° 20.361°
Karacadag 18.710° 22.511° 19.798° 22.440°
Tunca 25.130¢ 29.060° 31.868° 35.269°
Aromatik-1 32.920° 34.648° 41.440° 39.040°

* Aymi satirda yer alan farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi (p<0.05) ifade etmektedir

Uygulamalarda en yiiksek SOD aktivite degeri Aromatik-1 ¢esidinde tespit
edilmistir. 100 ve 300 mM’de en diisiik deger Gala c¢esidinde, benzer sonug ise
Karacadag ¢esidinin 200 MM uygulamasindan alinmistir. Dolayisiyla, diger antioksidan
enzim aktivitelerinde oldugu gibi SOD i¢in en disiik aktivite degerleri Gala ve
Karacadag c¢esitlerinde, en yiiksek degerler ise Aromatik-1 ¢eltik ¢esidinde

belirlenmistir.
4.9. ROT Aktivitesinin incelenmesi

4.9.1. O,” Radikali Sondiirme AKktivitesinin incelenmesi

Cizelge 4.17.°de verildigi gibi en yiiksek O," radikali giderme aktivitesi
Aromatik-1 ¢esidinin 200 mM NaCI uygulamasmm 20 pg ml™ konsantrasyonunda
(%97.12) olmustur. 100 mM NaCl uygulamasinda Karacadag cesidinin 4 pg ml™
konsantrasyonlu ekstresi aktivite bakimindan en diisiik ylizdenin olusmasina yol
acmistir. Uygulama yapilan tiim ¢esitler ile kontrol gruplart karsilagtirildiginda, Oy~
radikali bakimindan en yiiksek siliplirme aktivitesi genel olarak 200 mM NaCl

kosullarinda olmustur.
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Cizelge 4.17. NaCl’nin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan stres ortaminda gesitlerin O,”

radikali sondiirme aktivitesinde meydana gelen degisimler (%)
Konsantrasyon Araligi (ug ml™)

Ekstraktlar 4 8 12 16 20
Kontrol 45.24+1.8 49.910+1.17 66.42+1.56 67.50+0.87 73.24+1.2
Gala 100mM 45.06+0.4 49.910+1.28 63.55+0.21 66.78+2.22 68.40+1.1
200mM 54.03£1.2 62.118+0.26 67.68+0.29 69.83+0.21 73.60+0.7
300mM 42.90+1.7 53.321+1.79 54.75+1.27 64.09+1.13 73.42+1.4
Kontrol 46.14+1.6 49.91+30.83 61.22+0.90 61.75+0.82 63.19+0.6
Karacadag 100mM 42.54+0.8 57.09+0.18 60.50+0.80 61.93+1.78 63.01+2.2
200mM 48.29+0.6 67.14+0.27 69.65+0.69 71.45+0.73 71.81+2.45
300mM 44.70+1.2 55.11+1.46 61.57+1.28 64.81+£0.87 66.78+0.1
Kontrol 49.554+2.8 57.98+0.57 66.06+0.26 68.04+1.78 82.40+1.1
Tunca 100mM 56.79+1.6 60.20+1.43 67.50+1.59 69.12+1.39 67.02+1.73
200mM 67.38+£0.9 68.82+2.57 74.32+0.80 74.56+1.11 74.26+1.56
300mM 45.24+1.2 56.91+2.41 62.47+0.60 67.14+0.81 68.04+0.6
Kontrol 54.21+0.8 58.16£1.79 65.52+1.27 68.58+0.68 69.12+0.6
Aromatik-1 100mM 48.83+1.2 60.68+2.56 66.78+0.89 67.32+0.80 67.50+1.8
200mM 59.24+0.7 61.75+0.13 73.07£2.21 85.09+2.20 97.12+0.36
300mM 4524+1.1 57.27+1.13 63.01+2.20 65.17+0.23 68.94+0.2
BHT 31.23+0.7 39.31+1.11 45.78+1.11 50.65+1.11 59.78+0.43
Askorbik Asit 65.88+1.7 73.24+2.23 74.50+0.71 75.58+0.41 76.30+1.14

Pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve askorbik asit ile kiyaslandiginda, tim
cesitlerin genel olarak O," radikali giderme aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. 4 ile
20pg ml™*konsantrasyon araliginda uygulama yapilan tiim gesitlerin séndiirme aktivitesi
pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ye gore yiiksek bulunmustur. Cizelge 4.13.’te
goriildiigli gibi kontrol grubundaki bitkilerden de benzer sonuglar alinmistir. Diger
pozitif kontrol olan askorbik asit ile kiyaslandiginda; 4-12 pg ml™ konsantrasyon
aralifinda Tunca ¢esidi hari¢ tiim ¢esitlerdeki radikal giderme aktivitesi askorbik asitten
diisitk bulunmustur. 12 pg ml™ konsantrasyonda askorbik asidin aktivite degeri % 74.50
iken ayni konsantrasyonda Tunca ve Aromatik-1 cesitlerinin 200 mM NaClI
gruplarindan alinan aktivite yiizdeleri bakimindan sonuglar (sirasiyla %74.32 ve
%73.07) pozitif kontrole yakin bulunmustur. 16 pg ml™ konsantrasyonda askorbik asit,
Tunca ve Karacadag’da aktivite yilizdeleri sirastyla %75.5; %74.5; %71.4 seklinde olup,
birbirine yakin degerlerde bulunmustur. 16 ve 20 pg ml™ konsantrasyondaki ekstrede
Aromatik-1 c¢esidinin 200 mM NaCl uygulamasi (sirastyla; %85 ve %97.12) askorbik
asitten (sirasiyla; %75.58 ve %76.3) yiiksek radikal sondiirme aktivitesi gostermistir.
Gala gesidinin 20 pug ml™konsantrasyondaki ekstreleri arasindan yiiksek uygulamalarda
(200 ve 300 mM) radikal sondiirme aktivitesi kendi kontrol grubu da dahil olmak iizere
pozitif kontrole (Askorbik asit) yakin bulunmustur.
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4.9.2. HO Radikali Sondiirme AKktivitesinin incelenmesi

Calismada kullanilan celtik c¢esitlerinin etanol:su (1:1) ekstraktlarinin HO'
radikali giderme aktivitesi, in vitro kosullarda Fe®*/askorbat/EDTA/H,O, sisteminde
HO radikali olusturularak calisilmis ve ekstraktlarin bu radikali etkisizlestirebilme
kapasiteleri belirlenmistir. Ekstraktlarin ve HO' radikali sondiirme o6zelligi oldugu
bilinen pozitif kontrollerin (BHT ve BHA) radikal sondiirme aktivitesi konsantrasyona

kars1 % inhibisyon olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.18.).

Ekstraktlarin ve pozitif kontrollerin HO radikalini sondiirme aktivitesi
incelenirken 1-20 pg ml™ konsantrasyon araliginda ¢alisilmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan BHT ve BHA nin 1-20 pg ml™ konsantrasyon arahginda hidroksil radikali
stiptirticii aktiviteleri benzer sonuglar gostermistir (sirasiyla %52.8- %61.8 araliginda;

%43.3- %64.3 araliginda).

Tim tuz uygulamalarinda Gala ¢esidinin HO' radikalini sondiirme aktivitesi
%9.56-%45.9 araliginda; Karacadag cesidinin %3.83-%46.98 araliginda; Tunca
cesidinin %16.52-%52.13 araliginda; Aromatik-1 ¢esidinin %18.40-%49.18 aralifinda
oldugu belirlenmistir. Ancak bu degerler tiim konsantrasyon araliklarinda (1-20 pg ml™)
pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve BHA degerlerlerinin altinda kaldigindan, bu
durumda geltik c¢esitlerinin HO  radikali sondiirme aktivitesi gostermedigi sonucu

alinmistir.

Hidroksil radikali bakimindan en diisiik aktivite yiizdesi %3.83 ile Karacadag
¢esidinin 300 mM NaCI uygulamasmmn 1 pg ml™ konsantrasyonunda goriiliirken, en
yitksek aktivite Tunca geltik ¢esidinin 100 mM NaCI uygulamasmnin 20 pg ml™*

konsantrasyonunda (%52.13) goriilmiistiir.
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4.9.3. H,0, Sondiirme Aktivitesinin incelenmesi

Celtik c¢esitlerinin etanol:su (1:1) ekstraktlarinin ve pozitif kontrol olarak
kullanilan BHT ve askorbik asidin H,O, giderme yetenekleri Cizelge 4.19.da

verilmistir.

Cizelge 4.19. NaCl'nin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan stres ortaminda gesitlerin
H,0, sondiirme aktivitesinde meydana gelen degisimler (%)
Konsantrasyon Arahg: (ng ml'l)

Ekstraktlar

100 200 300 400
Kontrol 10.344+0.50  24.482+1.21 41.379+3.79 48.275+0.60
Gala 100mM 27.586+1.12 37.931+0.80 38.827+1.73 44.931+0.29
200mM 24.137+£1.95  37.931+1.84 31.034+0.70 44.827+1.53
300mM 24.137+£1.74  31.034+0.90 41.379+0.80 48.275+2.23
Kontrol 20.689+1.25  27.586+1.41 41.379+0.60 48.275+3.32
Karacadag 100mM 27.586+1.89  34.482+1.41 24.137+1.79 38.275+4.54
200mM 24.137+1,78  31.034+2.73 41.379+1.47 55.172+5.45
300mM 27.586+1.23  31.034+1.48 44.827+4.80 51.724+1.61
Kontrol 24.137+1.45 27.586+1.81 44.827+3.60 51.724+1.16
Tunca 100mM 31.034+0.73  37.931+0.90 44.827+2.71 51.724+2.8
200mM 41.379+£0.80  51.724+0.71 65.517+1.58 68.965+3.10
300mM 34.482+0.60  41.379+1.89 48.275+3.63 58.620+1.10
Kontrol 27.586+£1.30  34.482+2.57 44.827+0.60 51.72440.52
Aromatik-1 100mM 33.793+1,52  41.379+0,29 44.827+1.46 55.17242.50
200mM 37.931+£2,57  41.379+2.79 55.172+4.57 65.517+4.61
300mM 37.931+£0,79  41.379+1.85 48.275+3.33 58.620+0.33
BHT 23.793+£1.51  27.580+1.25 45.379+2.47 62.068+3.45
Askorbik Asit 44.8274221  61.965+3.25 81.206+3.79 94.103+4.70

Celtik cesitlerinin ekstraktlarini, standart olarak kullanilan BHT ve Askorbik
Asit ile karsilagtirlldigimizda, tiim uygulamalarda (100, 200 ve 300 mM NaCl) Tunca
ve Aromatik-1 cesitlerine ait ekstraktlarin tiim parametrelerde (100, 200, 300 ve 400 pg
ml'l) farkli oranlarda H,O; giderme aktivitesi gosterdikleri belirlenmistir. Bu ¢esitlerde,
tiim tuz uygulamalarinin 100 ve 200 pg ml™ ekstrelerindeki aktivite degerlert BHT den
yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte 300 ug ml™’lik ekstrede 200 ve 300 mM NaCI
uygulamasindaki H,0, giderme aktivitesi BHT den yiiksek bulunurken; 400 pg ml™lik
ekstrede ise sadece 200 mM NaCl uygulamasindaki giderme aktivitesi yiiksek
bulunmustur. Diger bir pozitif kontrol olan askorbik asit ile kiyaslandiginda ise,
uygulama yapilan Tunca ve Aromatik-1 gesitlerinin tiim ekstrelerinde H,O, giderme

aktiviteleri daha diisiik bulunmustur (Cizelge 4.19.).
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Gala ve Karacadag gesitlerinin 100 ve 200 pg ml™ ekstrelerinin H,O, giderme
aktivitesi pozitif kontrol olarak kullanilan BHT den yiiksek bulunurken, 300 ve 400 pg
ml™ekstrelerinde diisiitk bulunmustur. Askorbik asit ile kiyaslandiginda ise, bu ¢esitlerin
tim tuz uygulamalariin tiim konsantrasyon araliklarinda H,O, giderme aktiviteleri
daha diisiik bulunmustur. H,O; giderme aktivitesi bakimindan en diisiik aktivite ylizdesi
%?24.1 ile Karacadag ve Gala cesitlerinde goriliirken, en yiiksek aktivite Tunca

¢esidinin 200 mM NaCl uygulamasinin 400 pg ml™ ekstresinde (%68.9) goriilmiistiir.

4.10. H,O, Miktarinin Belirlenmesi

Tuz uygulanan celtik ¢esitlerindeki H,O,miktarlar1 kontrol gruplari ile birlikte
Cizelge 4.20. ve Sekil 4.20.’de gosterilmistir.

®m Kontrol m100mM NaClI 200mM NaCT = 300 mM NaCl

25
T 20 = T
z
g 15
=
B
Z 10 -
=
P I
S
= 5
0

GALA KARACADAG TUNCA AROMATIK-1
Sekil 4.20. NaCl stres faktoriiniin etkisiyle ¢esitlerin hidrojen peroksit igerigindeki degisimler

Uygulama yapilan tim ¢esitlerin H,O, igeriginde kontrollerine gore artig
goriilmiis ve tuz konsantrasyonu arttikga hidrojen peroksit miktarindaki degisimler
cesitlere gore degiskenlik gostermistir. Gala ¢esidindeki bu artis tim tuz
uygulamalarinda genel olarak yiiksek degerlerde (sirasiyla 15.5; 19.6; 13.6 u mol g™)

ve istatistiki a¢idan da anlamli bulunmustur.

78



Pinar ORCAN

npapjoune apej (50 0>d) Iuauo ryepuIsere Je[ewe[ello Jo[JIey IIe) Ue[e J0A epajes AV

£9G'T 88975 88T'/T L0 TFOET L0 TF61 QO TFOST 0 TFTI T-YITeWoly
1962 A% 6207 QO EF0 1 0 TFTYI L0 EFOST Q0 TFI€I eouny
852'2¢ 908'Se 896°02 . 00°TFT'8 . 00 TF8°L » 00°TFS'L ¢ 00 1FT9 Sepeoeaey]
V2 LT 996'89 T29'€E L0 TFYEL L0 TFI61 QO TFSST O TFITI eleo
00g-1011Uu0H 00¢-1011u0H 00T-]011UCH ewejeno ewejelQ e'wejerno e'wejerno he_zwomv
1DeN INW 00E IOEN NW 00Z  1DBN INW 00T [013U0>]
(%) ewny
(V1

H.w [ow 1) Io[WISISP US[OF BUBPASW SPULIdYLIDAI O%H ULIS[IISIS BPUILILLIO SANS UR[NINISN]O [T LIR[UOASRIUBSUOY I[IeJ UIU, [DBN (07"} 9S[9ZL)

79



4. ARASTIRMA BULGULARI

Karacadag ¢esidinin H,O; miktari, tuz stresine bagli olarak tiim uygulamalarda
diizenli olarak artmis ve bu artis kontrole gore istatistiki agidan onemli fakat kendi
aralarinda anlamsiz bulunmustur. Diger celtik cesitleriyle karsilastirildiginda Tunca’da
H,0O, miktarinda meydana gelen artisin genel olarak daha diisiik oldugu ve istatistiki
olarak da oOnemli olmadigr goriilmistir. Aromatik-1 c¢esidi ise kontrol ile
kiyaslandiginda, 300 mM NaCl uygulamasinda H,O, miktari istatistiki agidan 6nemsiz,

100 ve 200 mM NaClI uygulamalarinda ise 6nemli olmustur.

100 ve 200 mM NaCl konsantrasyonlarinda tiim ¢esitler kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda, en yiiksek artis Gala c¢esidinde (sirasiyla %33.6; %68.9), ayni
konsantrasyonlarda en diisiik artig ise sirasiyla %10.29 ve %4.41 ile Tunca ¢esidinde
olmustur. 300 mM NaCl’'lik konsantrasyonda, kontrole gore en yiiksek artis yiizdesi
Karacadag cesidinde (%32.2) en diisiik artis %1.56 ile Aromatik-1 ¢esidinde olmustur.
H,0; igerigi bakimindantuzdan etkilenme durumlarina bakildiginda, en fazla etkilenen
cesitlerin Gala ve Karacadag, en az etkilenenlerin ise Aromatik-1 ve Tunca oldugu

goriilmektedir (Cizelge 4.20.).

4.11. SDS-PAGE

Gala, Karacadag, Tunca ve Aromatik-1 ¢eltik c¢esitlerinde tuz toleransinin
molekiiler temelini anlayabilmek igin, toplam ¢6ziinebilir proteinlere ait bandlar SDS-
PAGE teknigi ile goriintiilenmistir. SDS-PAGE teknigi kullanilarak uygulama ve
kontrol grubu bitkilerinin yaprak dokularindan elde edilen ¢oziinebilir proteinlerin

profillleri karsilagtirilmis ve 6nemli degisiklikler oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.21.).

AK Aloo A200 A0 GK G100 G200 G300 M X 100 1200 T300 KK K100 K200 K300

nnnnn

17 kDa

L

|
; EEE
248 o
T
l' =
I
JEE
[« “a
iRl
Ty

Sekil 4.21. Uygulanan NaCl stres faktoriiniin etkisiyle gesitlerin protein profillerindeki (SDS-PAGE
teknigi ile) degisimler (M, marker; AK, Aromatik-1-Kontrol; A100, Aromatik-1-100 mM NaCl; A200,
Aromatik-1-200 mM NaCl; A300, Aromatik-1-300 mM NaCl; GK, Gala-Kontrol; G100, Gala-100 mM NacCl;
G200, Gala-200 mM NaCl; G300, Gala-300 mM NaCI; KK, Karacadag-Kontrol; K100, Karacadag-100 mM
NaCl; K200, 200 mM NaCl; Karacadag-K300, Karacadag-300 mM NaCl; TK, Tunca-Kontrol; T100, Tunca-
100 mM NaCl; T200, Tunca-200 mM NaCl; T300, Tunca- 300 mM NaCl)
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Molekiil agirlig1 bilinen protein markert kullanilarak, tuz uygulamasi sonucu
celtik fidelerinde ¢oziinebilir proteinlerin molekiiler agirliklar1 incelendiginde, genel
olarak tiim g¢esitlerde 26-55 kDa araligindaki band bdélgelerinde yogunluklar
gozlenmistir. Genel olarak tiim cesitlerde bantlarin o6zellikle 34 kDa’lik bolgede

yogunlastig1 belirlenmistir.

Hassas olduklar1 diisiiniilen gesitlerden olan Gala’da kontrol ve 300 mM NaClI
uygulamasinda 34-43, 43-55 ve 72 kDa bdlgelerinde band yogunlugunun arttig
gozlenirken, tolerant olarak kabul edilen Aromatik-1’de ise en yiiksek tuz uygulamasi

olan 300 mM’da sadece 34-55 kDa’lik bolgede bandlarin yogunlastigi gorilmistiir.

Ayrica tolerant olduklar1 diisiiniilen gesitlerden bir digeri olan Tunca’nin kontrol
ve 300 mM NaCl uygulamasi ile hassas olan Karacadag celtik ¢esidinin 200 ve 300 mM
NaCl uygulamalarinda 17-26 ve 34-55 kDa’lik bolgelerde protein bandlarinin

yogunlagtig1 gozlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Ciddi boyutta tehdit olusturan ve bitkilerde iiriin kaybina yol agan tuz stresi, her
yil bliyiik oranda ekonomik zarara da neden olmaktadir. Niifus yogunlugunun gittikge
artmasma bagli olarak ekilebilir alanlarin azalmasi ve gelecek yillarda besin
sikintilarinin yasanabilecegi diislintildiigiinde, stres faktoriine bagli {irtin kayiplarinin
azaltilmasi i¢in yapilan aragtirmalar tiim bilim camiasi i¢in olduk¢a dnem kazanmustir.
Aragtiricilar bilimsel veriler dogrultusunda, insan beslenmesinde onemli olan bitki
tiirlerindestres faktorlerine dayaniklt savunma mekanizmalarini anlamaya ve iirlin

kayiplarint minumum seviyeye indirebilecek ¢aligsmalara odaklanmistir.

Bitkilerin dogal yasam ortamlarinda tuz konsantrasyonu kullanilabilir su
potansiyelini diisiirmeye yetecek kadar (0.5-1.0 bar) oldugunda bitki strese girer ve bu
“Tuz stresi” olarak ifade edilir (Levitt 1980). Bitkilerin maruz kaldig1 stres
faktorlerinden olan tuzlulugun etki derecesi iklim kosullarina, bitki tiirline veya toprak
kosullarina bagl olarak degisebilmektedir (Tang ve ark. 2015). S6z konusu bu durum,
toprak iceriginde tuz seviyesinin artisina neden oldugundan bitkilerde su alim1 kisitlanir

ve dolayli olarak bitkilerin biiylime ve gelisimi olumsuz etkilenir.

Tuz stres faktoriiniin etkisi altinda bitkilerde siirgiin, kok gelisimi ve yaprak
biiyiimesi geriler, tomurcuk olusumu azalir. Ayrica yapraklardaki mevcut klorofil,
protein miktar1 veya fotosentez oraninda azalmanin aksine antioksidan enzimlerin
miktarinda artislarin meydana geldigi bildirilmistir (Ekmekgi ve ark. 2005; Frary ve ark.
2010; Tetiktabanlar 2011).

Tuz stres faktoriine kars1 hassas olan bitki gruplari arasinda geltik bitkisinin de
bulundugu bilgisi (Maas ve Grattan 1999) yapilan tarla ve sera c¢alisma sonuglart ile

desteklenmistir (Grattan ve ark. 2002).

Tuzluluk kosullari altinda, bitkiler stresle bas etmek i¢in farkli fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalarimi aktive etmek zorunda kalirlar. Morfoloji veya
anatomilerindeki degisiklikler fotosentez hizinda azalma, hormonal degisim, toksik iyon
dagilimi ve biyokimyasal adaptasyon (antioksidatif metabolizma yanit1 gibi) s6z konusu
mekanizmalar olarak bildirilmistir (Hernandez ve ark. 2001; Parida ve Das 2005; Ashraf
ve Harris 2013; Acosta-Motos ve ark. 2015).

83



5. TARTISMA VE SONUC

2 agamal1 olarak yiiriitiilen ¢calismamizin birinci asamasinda, c¢eltik cesitlerine

uygulanan stres faktoriinden sonra siirgiin boyu ve kok uzunluklar1 kontrol gruplar ile
karsilastirilip degerlendirildiginde, genel olarak NaCI’nin tiim ¢esitlerde gelisimi
olumsuz etkiledigi gézlenmistir. Tuz konsantrasyonu arttik¢a cesitlere ait kok uzunlugu
ve slirgiin boyu degerlerinde kiigiik farkliliklar g6zlenmis ancak bu farkliliklar istatistiki
acidan Onemli bulunmamistir. Benzer sekilde Demiral ve Tiirkan (2005) tolerant
Pokkali, duyarli IR-28 ¢esitleri ile yaptiklar1 ¢calismada; tuzlulugun artmasiyla IR-28’in
kok uzunlugunda bir azalis gozlenmesine ragmen, her iki ¢esit i¢in de tuzlulugun
onemli bir etkisinin olmadigini vurgulamislardir. Tatar (2006) yaptig1 arastirmada,
tuzlulugun artmasina bagli olarak siirgiin-kdk uzunluklarinda bir azalma oldugunu
ancak bu azalmanin istatistiki olarak 6nemli olmadigini rapor etmis, dayanikli/hassas
cesitlerin se¢iminde siirglin-kdk uzunlugunun tek bir 6lciit olarak kullanilabilmesinin
miimkiin olmadigini belirtmistir. Vaidyanathan ve ark. (2003) ayni gesitlerde, kisa siireli
tuz stresinin cesitlerin kdk uzunluklari iizerinde dikkate deger etki gdsterdigini ancak
tuzlulugun Pokalli’ye gore IR-28’de kok gelisimini daha fazla engelledigini rapor

etmislerdir.

Tuz stresinin asirt oldugu durumda; yapraklar kiigiik kalir ve ayni zamanda
yaprak kenarlarinda ya da tamaminda lekeler olusur, ¢iinkii tuzluluk stresinde yapraklar,
bitkide olumsuz etkilerin gozlemlendigi ilk organlardir (Munns 2002). Arastirmamizda
tuz stresi kosullarinda, cesitlerde goriilen olumsuz etkinin siddeti birbirinden farklilik
gostermis ve bazi gesitlerin tamaminda hafif sararma, bazilarinda ise lokal sararma
gozlenmistir. Onceki ¢alismalarda arastirmacilar tuzlulugun ilerleyen safhalarinda yash
yapraklarin u¢ ve kenar kisimlarinda sararma ve kloroz oldugunu, daha ileri safhada
klorozun nekroza doniismesi ile yaprakta kurumanin gerceklestigini bildirmislerdir
(Bergmann 1992; Karanlik 2001; Sevengdr 2010). Benzer sekilde Tatar (2006)
tuzlulugun celtik ¢esit ve hatlarinin [IR31785 (tuzluluga hassas), IR4630 (tuzluluga
toleransli), Demir, Osmancik, Kral, Yavuz ve Baldo] ¢cimlenme ve fide gelisimi {izerine
etkisini arastirdigi c¢alismasinda, Ozellikle yiiksek tuz seviyesinde aymi belirtileri
gozledigini rapor etmistir. Yapilan arastirma sonuglarina benzer sekilde ¢alismamizda
da tuz uygulamasmin ilk belirgin etkisi tuzlulugun siddetine bagli olarak farkli
derecelerde sararma, solma ve kloroz gibi morfolojik hasarlar seklinde ortaya ¢ikmuistir.

Gala, Hazro, Karacadag ve Edirne 3.60-3.40 gorsel skala degeri ile tuzlulugun tim
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parametrelerinden en cok etkilenen gesitler olarak belirlenirken, 1.80 ve 2.50 skala
degeri ile en az hasar goren Tunca ve Aromatik-1 olmustur. En yiiksek konsantrasyon
olan 300 mM NaCI’de bile yaprak zararlanma derecesi bakimindan en az etkilenen
cesitlerin Tunca ve Aromatik-1 oldugu hasat aninda belirlenmistir. Lee ve ark. (2013)
tarafindan yapilan ¢aligmada, tuza duyarl (IR-29) ve toleransh (Pokkali) ¢eltik cesitleri
7 giin siire ile 100 mM NaCl uygulamasina maruz birakilmigtir. Arastiricilar duyarl
cesidin uygulamadan sonra 48 saat i¢ginde soldugunu, toleransli ¢esitte ise uzun bir siire
(1 hafta kadar) herhangi bir goriiniir semptom ya da solma olmadigini1 belirtmislerdir.
Biber, domates, patlican, kavun ve fasiilye gibi farkli bitkilerle yapilan ¢alismalarda ise
elde edilen skala degerlerinin tuzluluga karsi tolerant genotip se¢iminde on bilgi
olusturmasi a¢isindan kullanilabilecek bir parametre oldugu belirtilmistir (Aktas 2002;
Dasgan ve ark. 2002; Yasar 2003; Kusvuran 2004; Kog¢ 2005). Arastirmamizda ise ayni
bitki gesitlerinin tuzdan etkilenme derecesi, genotipe bagh olarak farkli seviyelerde
olmustur. Genotipe bagli olarak etkilenme derecesi ¢esitlerin tuz stresine Kkarsi
gelistirdikleri metabolik degisim ve farkli savunma sistemlerinden kaynaklandigini
ifade etmek miimkiindiir. Calismamizda 0-5 gorsel skalasonuglarinin, hassas ve tolerant
cesit seciminde ilk asamada kullanilabilecek basit ancak on bilgi edinmede fayda

saglayacagi kanisindayiz.

Tuz stresinin yaprak ve koklerde kuru ve taze agirlikta azalmaya yol agtig1 bazi
arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Hernandez ve ark. 1995; Chartzoulakis ve Klapaki
2000). Demiral ve Tiirkan (2005) geltik bitkisinde tuzlulugun etkisini arastirdiklar
calismalarinda, tuza tolerant Pokkali ve tuza hassas IR-28 celtik ¢esitlerini 0, 60 ve 120
mol m™ NaCl ile olusturduklar stres ortaminda 7 giin siireyle tutmuslardir. 120 mol
m 2 NaCl ortaminda Pokkali kéklerinde taze agirlikta 6nemli bir disiis (%43°lik), IR-
28’de onemli degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Ayrica, yliksek NaCl kosullarinda
(60 ve 120 mol m?) IR-28’in kék kuru agirhginda énemli bir disiis oldugunu
Pokkali’de ise degisiklik olmadigi sonucunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde
aragtirmamizda, yaprak taze agirhigindaki degisimleri tespit etmek amaciyla uygulama
yapilan gesitler kontrol gruplari ile karsilagtirilmis ve taze agirlik oranlarindaki diisiis
arastiricilarin belirttigi sonuglarla ortiisiir sekilde ve genel olarak istatistiki acidan
onemli bulunmamistir. Kuru agirlik verileri degerlendirildiginde ise tuz konsantrasyonu

arttikca ¢esitlerde degisen ve genellikle istatistiki agidan 6nemli olmayan oranlar (artma
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veya azalma) elde edilmistir. Amirjani (2010), Tatar ve ark. (2010), Senadheera ve ark.
(2012) tarafindan celtik ¢esitleri ile yapilan ¢alismalarda, tolerant gesitler de dahil
olmak iizere tuzlulugun artisinin kok ve siirgiin taze-kuru agirliginda gerilemelere yol
actig bidirilmistir. Ayni sekilde 12 ¢eltik ¢esidi tizerinde tuzlulugun etkisini inceleyen
Chunthaburee ve ark. (2016) kok ve siirgiinlerin taze-kuru agirlik degerlerinde dnemli
Ol¢iide azalmalar oldugunu bildirmislerdir. Literatlir arastirmalarinda, tuz stresinin
yarattig1 etki ile ilgili benzer calismalar farkli bitkiler i¢in de tespit edilmis ve
arastiricilar tuzluluk faktoriine karsi toleransli olan ¢esidin hassas olan c¢eside oranla
daha yiikksek kuru agirliga sahip oldugunu bildirmislerdir. Kabak, bugday, kavun,
patlican, bamya ve biber bitkileri iizerine yapilan caligmalarda, stres sonucunda
bitkilerin yesil aksam ve kok taze ve kuru agirliklarinda kayiplarin meydana geldigi
bildirilmistir (Karanlik 2001; Aktas 2002; Dasgan ve ark. 2002; Yasar 2003; Asraf ve
ark. 2003; Kusvuran 2004; Sevengor 2010). Calisma sonuglarimiza gore, genel olarak
tiim ¢esitlerde yaprak taze agirliklarinda kontrollerine gore diisiis, Tunca ¢esidinde ise

artis oldugu belirlenmistir.

Bitkilerde tuz stresinin yaprak gelisiminin yanisira su durumunu da etkiledigi
bilinmektedir. Toprak tuzlulugundan kaynakli olarak olusan ozmotik etki, hiicrelerde
turgor basincinin azalmasina ve dolayli olarak gelisimi yavaslatip bitkinin su
dengesinde aksakliklara yol acabilmektedir (Hernandez ve ark. 2000). Khan ve Panda
(2008) Lunishree ve Begunbitchi geltik gesitlerinin koklerini farkli konsantrasyonlarda
NaCl’nin etkisine 24 saat siireyle maruz birakmislardir. Bagil su igerigi bakimindan her
iki ¢esidin degerlerinde azalis kaydetmisler ve bu azalig 6zellikle Lunishree’de daha
gliclii  olmustur. Calismamizda uygulamalardan alman verilere gore, NaCl
konsantrasyonuna bagli olarak bagil su degerleri bakimindan ¢esitler farkli seviyelerde
yanit vermistir. Tuz konsantrasyonu arttikga tiim ¢esitlerde genel olarak bagil su
degerlerinde kontrole goére azalma oldugu ve c¢esitlerin vermis oldugu yanitlarin
istatistiki agidan onemlilik derecesinin de cesitlere gore farklilastigi tespit edilmistir.
Uygulama gruplar1 ve kontrol bitkilerinden elde edilen veriler ¢ok yakin
bulundugundan, bagil su igerigi bakimindan yiiksek tuz konsantrasyonunda en az
etkilenen ¢esitlerin Tunca (%85) ve Aromatik-1 (%86) oldugu tespit edilmistir. Gala
(%66) ve Karacadag (%74) ise kontrole gore en ¢ok etkilenen gesitler olarak

belirlenmistir. Cesitlerde degisen bagil su degerleri kontrolleri ile karsilastirildiginda ve
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cesitler arasinda bariz farkliliklar gozoniinde bulunduruldugunda, bu parametrenin
tolerant/hassas ¢esit se¢iminde dnemli ve belirleyici dlgiitlerden biri oldugu sonucuna
varilmistir. Tuz stresi kosullarinda Sakha 102 ve Egyptian Yasmine misir ¢esitlerini 14
giin stire ile 50 mM NaCI’ye maruz birakan Mekawy ve ark. (2015) ¢esitlerin gelisimi
ve fizyolojik adaptasyonunu arastirmislardir. Sakha 102 bitkilerinin bagil su degerleri
kontrol bitkilerinde %97.0 olurken uygulama yapilanlarda ise %71.0’e varan bir diisiis
kaydetmiglerdir. Bununla birlikte, Egyptian Yasmine’nin bagil su degerlerinde
tuzluluga-maruz bitkiler (%86.0) ile kontrol grubu (%88.0) arasinda énemli farklilik

olmadig1 ayn1 arastiricilar tarafindan rapor edilmistir.

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde gelisim evresi ve genotipe bagli olarak
yaprak birim alanindaki CO; fiksasyonunda meydana gelen azalmanin; fotosentez
etkinliginde yavaglamaya ve dolasiyla bitki gelisiminde gerilemelere neden oldugu
bildirilmistir (Zhu 2001; Yasar 2003).Tuz stresi kosullarinda, bitki hiicre zarmni
olusturan lipid yapisinda oksijen radikallerinin yol agtigi tahribat sonucunda nekrozun
olustugu; klorozun ise oksijen radikallerinin klorofili parcalamasindan kaynaklandigi
bazi ¢alismalarda bildirilmistir (Gossett ve ark. 1994; Tunger 2007). Yiiksek tuz stresi
altinda farkli bitki tiirlerinde klorofil miktarinin kontrol gruplarina gore azaldigi
arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Tipirdamaz ve Ellialtioglu 1994; Sivritepe 1995).
Calismamizda, ¢esitlerin fotosentetik pigment igerikleri (klorofil-a, klorofil-b, toplam
klorofil, toplam karotenoid) igin elde edilen degerler arasinda farkliliklar bulunmustur.
NaCT’nin yiiksek konsantrasyonu (300 mM) uygulamalarinda Negis, Tunca, Aromatik-
1, Karacadag ve Hazro gesitlerinin toplam klorofil igerigine ait degerde kontrol grubuna
gore artis gozlenirken Gala, Edirne ve Sumnu cesitlerinde ise azalis tespit edilmistir.
Toplam karotenoid iceriginde ise yine yiiksek tuz seviyesinde artis gosteren gesitler
Edirne, Negis, Tunca, Aromatik-1 ve Karacadag olmustur. Arastirma sonuglarimiza
benzer sekilde Lutts ve ark. (1996a) tuz stresinin ¢eltik bitkisinin klorofil miktarinda
azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Daha 6nce rapor edilmis baska bir calismada,
tuz stresine duyarli gesit olan IR-29’da klorofil icerigi diiserken karotenoid igeriginin
arttigl, tuza toleransli Pokkali’nin ise toplam karotenoid ve toplam klorofil igerigi
bakimindan tuz stresinden etkilenmedigi rapor edilmistir (Lee ve ark. 2013).
Aragtiricilar; IR-29’da klorofil i¢erigindeki diisiisiin fotosentetik mekanizmada meydana

gelen zarardan kaynaklandigini belirtmislerdir. Aragtirmamizin sonuglarina gore, NaCl
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konsantrasyonu arttik¢a fotosentetik pigment igerigi yoniinden Gala ve Karacadag diger
cesitlere gore tuzdan daha fazla etkilenmis ve tuz uygulamasi 6zellikle bu cesitlerde
yaprakta sararmaya yol agmustir. Aromatik-1 ¢esidi ise tuzdan daha az etkilenmistir.
Tuz stresi uygulamalart ¢esitlerde farkli diizeylerde oksidatif strese yol a¢muistir.
Dolayisiyla bu durumun klorofil yapisindaki bozulmaya bagli olarak fotosentetik
pigment iceriginde azalmaya neden oldugunu ifade edebiliriz. Cesitlerde fotosentetik
pigment igerigi degerlerinin farkli olmasi, iiretilen ROT miktar1 ve antioksidan enzim
aktivitelerine bagli olarak gesitlerin tuzluluga karsi hassas veya tolerant olmalar ile
iligkilendirilebilinir. Ayrica, disilik tuzluluk etkisi ile bitkide klorofil icerigi artarken,
yiikksek tuzlulugun klorofilin molekiiler yapisini bozdugu arastiricilar tarafindan

bildirilmistir (Ashraf ve Harris 2004; Munns 2005).

Stres kosullarinda hiicre membran hasarinin 6l¢iisii, coklu doymamis yag asitleri
membranda peroksidasyona yol actiginda, iiretilen tiyobarbutirik asit reaktif maddesi
olan MDA miktar1 Olgiilerek belirlenebilir. Stres durumunda hiicredeki MDA miktari
lipid peroksidasyonundaki artis ile orantili bir sekilde artar (Meloni ve ark. 2003; Xue
ve Liu 2008). Bu nedenle stres ¢alismalarinda, bitkilerde lipid peroksidasyonunun bir
iriinii olan MDA seviyesi, membranlardaki oksidatif hasarin bir gostergesi olarak
siklikla kullanilmistir (Li ve ark. 2010). Calismamizda, kontrol gruplart ile uygulama
gruplan karsilastirildiginda, NaCl stres faktorii genel olarak tiim cesitlerde MDA
icerigini arttirmigtir. Sonuglarimizi destekler nitelikte Khan ve Panda (2008) artan
tuzluluga yanit olarak MDA diizeyinde bir artis oldugunu caligsmalarinda rapor
etmislerdir. Tuzluluk etkisi altinda tolerant ve hassas cesitlerin verdigi yanitlar
arastirildiginda; tuz stresinin artmasiyla hassas gesitlerde MDA miktarinda da artis
oldugu bir¢ok arastirict tarafindan rapor edilmistir (Khan ve ark. 2002; Demiral ve
Tiirkan 2005). Lutts ve ark. (1996a) geltik bitkisinde yaptiklar1 bir aragtirmada, tuza
dayanikli ¢esitte MDA miktarinin en diisiik degerde, tuza duyarl gesitte ise ¢ok daha
yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Vaidyanathan ve ark. (2003) NaCl’nin farkli
konsantrasyonlarinda; tuza duyarli Pusa Basmati-1 (PB-1) ve tuza toleranslhi Pokkali
(PK) c¢eltik fidelerinde lipid peroksidasyonunda meydana gelen degisiklikleri
incelemisler ve arastiricilarkonsantrasyon artisina bagli olarak duyarli ve toleransh
cesitlerin lipid peroksidasyon degerlerinde artis oldugunu ve bu artisin tim
konsantrasyonlarda tuza duyarli PB-1’de daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Demiral
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ve Tirkan (2005) yaptiklar1 ¢alismada, duyarli (IR-28) ve tolerant (Pokkali) celtik
koklerinde, tuz uygulamalarindan 7 giin sonra her iki ¢esidin MDA degerlerinde kii¢iik
bir artis oldugunu ancak Pokkali’deki artisin 6nemli olmadigini bildirmislerdir. Turan
ve Tripathy (2013) tuz stresinin erken safhalarinda tuza duyarli PB-1 ¢eltik ¢esidinde
lipid peroksidasyonu derecesinin yiiksek oldugunu, tuza toleransli genotipin (CSR10)
ise MDA birikimini azalttig1 i¢in strese direng gosterdigini bildirmistir. Cimlenmeden
sonra (72 saat) ¢esitlerin MDA diizeyinde 6nemli 6lgiide artis oldugunu ve bu artigin
duyarli PB-1’de daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. CSR10°da lipid peroksidasyon
derecesinin daha diisiik olmasi, toleranshi bitkilerin hassas olanlara gore oksidatif
hasardan daha iyi korunuyor olabildigini ancak uzun siire devam eden uygulamalarda
toleranshi ve duyarli genotipler arasindaki farkin bulaniklastigi ifade edilmistir. Tuz
stresinin  ¢eltik bitkileri lizerindeki etkilerinin arastirildigi  onceki ¢alismalardan
ulastigimiz sonug, toleransh ¢esitlerde MDA miktarinin duyarl gesitlere gére daha az
miktarlarda oldugudur. Toleransli ¢esitlerde MDA miktarinin diisiik olmast membranda
meydana gelen hasarin daha az oldugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Literatiir bilgileri ile Ortiisen sonuglarimiza gore, tuz stres faktoriine karst dayanikli
oldugu distiniilen Aromatik-1’in MDA miktar1 disiik (%4.7), hassas olarak
degerlendirilen Karacadag cesidinde ise bu oran oldukca yiiksek (%40.6) olarak tespit
edilmistir. Caligmamizin ilk asamasinda toleranslilik seviyesini belirlemek igin yapilan
analizler arasindan en ayirt edici bilgiyi veren parametre lipid peroksidasyon analizleri
olmustur. Calismamizin 100 ve 200 mM NaCl uygulamalarinda en yiiksek MDA
artisinin Sumnu ve Gala ¢esitlerinde, 300 mM’da ise benzer artislarin Karacadag, Negis
ve Edirne g¢esitlerinde oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, 300 mM NaCI
uygulamasinda Tunca ve Aromatik-1 gesitlerinde ¢ok diisiik MDA artis1 gozlenmistir.
Tuz stresinin MDA igerigi iizerine etkisinin incelendigi baska caligsmalarda oksidatif
stresin  olugmast sonucu lipid peroksidasyonunun ortaya ¢iktigi, antioksidatif
enzimlerini daha yiiksek diizeyde calistiran dayanikli c¢esitlerde, MDA’ nin diisiik
seviyelerde bulundugu rapor edilmistir (Karanlik 2001; Yasar 2003; Kusvuran 2004;
Sevengér 2010). Uygulamalarimizda artan tuzluluk derecesine yanit olarak bazi
cesitlerde MDA diizeyindeki artis, s6z konusu bitkilerin daha fazla hasara maruz
kaldigin1 isaret etmektedir. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, cesitlere ait MDA

miktarinin Gala, Karacadag ve Hazro’da daha fazla olmasi bu ¢esitlerin daha hassas,
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Tunca ve Aromatik-1 cesitlerinin ise daha toleransl olabilecegini gostermektedir. Tunca
ve Aromatik-1 ¢esitlerinde MDA seviyesinin daha diisiik olmasi, bu gesitlerde tuz
stresinin neden oldugunoksidatif hasara karst daha iyl korunduklari sonucunu
cikarabiliriz. Stres faktorleri ROT iiretimini arttirir ve genellikle lipid peroksidasyonuna
neden olur ve lipid peroksidasyonunun bir {iriinii olan MDA seviyesi membranlardaki
oksidatif hasarin bir gostergesi (Li ve ark. 2010) oldugundan, ¢alismamizda tespit
ettigimiz MDA sonuglarinin ¢esitlerin dayanikliligi hakkinda dogru sonuca gotiiren bir
parametre olarak kullanilabilecegi diisiicesindeyiz. Kdse (2012) yaptigir calismada, 6
adet kirmizi mercimek ¢esidi arasindan Malazgirt ¢esidinde MDA ve H,O, igeriginin
arttigin1 Seyran’da ise diisiis oldugunu ve bu parametrelerin stres belirleyici olarak
kullanilabilecegini ileri siirmiistiir.

Cahismamizin _ ikinci  asamasinda; ilk asamada yapilan analizlerin

degerlendirilmesi sonucunda; tolerant (Tunca ve Aromatik-1) ve hassas (Gala ve
Karacadag) oldugu diisiiniilen cesitlerde tuz stresinin yarattifi oksidatif hasarin
seviyesini belirlemek amaciyla; prolin igerigi, toplam ¢Ozilinebilir protein icerigi ve
antioksidan enzimlerden APX, GR, SOD, CAT aktivitesi arastirilmistir. Bununla
birlikte ayn1 ¢esitlerde stres faktorii etkisi altinda olusan ROT sondiirme aktivitesi, H,O,
miktar1 ve SDS-PAGE teknigi ile protein bandlar degerlendirilmistir.

Bitkilerin bulundugu ortamlarda yiiksek konsantrasyonlarda NaCl bulunmasi su
potansiyelini diislirdiigiinden bitkilerin su almasi zorlagir ve bu durum ozmotik stres ile
sonuglanir. Bitkiler ozmotik stresle basa ¢ikabilmek igin prolin (Pro) ve glisin-betain
gibi uyumlu c¢oziinenleri biriktirme egiliminde olurlar (Holmstrdom ve ark. 2000;
Qureshi ve ark. 2013). Chunthaburee ve ark. (2016) 12 ¢eltik ¢esidinin tolerans diizeyini
tolerant Pokkalive hassas IR-29 ile karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, tuz stresinin tim
cesitlerde prolin birikiminde belirgin bir artisa yol agtigini bildirmislerdir. Benzer
sekilde, yaptigimiz calismada da 100, 200 ve 300 mM konsantrasyonlarda NaClI
uygulamasina maruz birakilan gesitlerin prolin iceriginde artan tuz konsantrasyonuna
bagli olarak artis belirlenmis ve kontrol gruplarina kiyasla biitiin uygulamalar yiiksek
prolin birikimine yol agmistir. Calismamizda, stres faktoriine karsi yanit olarak artan
prolin birikimi, Mansour (2000)’un belirttigi gibi “Serbest prolinin hizli birikimi tuz
stresine tipik bir yanittir” ifadesi ile ortiismektedir. Diger bir ¢alismada ¢evresel strese

kars1 bitki savunma sisteminde islevsel ve onemli bir aminoasit olan prolinin (Rai

90



Pinar ORCAN

2002), ozellikle tuz stresine maruz bitkilerde diger amino asitlere gore daha yiiksek
oranda biriktigi belirlenmistir. Lutts ve ark. (1999) iki celtik c¢esidinde osmotik
diizenleme ve prolin akiimiilasyonu iizerine tuz stresinin etkisini incelemislerdir. 3 ve
10 giinliik celtik fidelerine uyguladiklar1 50 ve 100 mM NaCl’nin hassas ¢esitte daha
yiksek oranda prolin birikimine neden oldugunu, prolin birikiminin tolerans
mekanizmasinda ve osmotik diizenlemede rol almadigini ancak tuzluluk stresinin bir
gostergesi olabilecegini belirtmislerdir. Arastiricilarin belirttigi gibi ¢alismamizda da
hassas olarak diisiiniilen Gala ve Karacadag cesitlerindeki prolin birikiminin, tolerant
olarak belirlenen Tunca ve Aromatik-1’den daha fazla oldugu tespit edilmistir. Prolin
miktariin daha yiiksek oldugu cesitlerin tuzluluktan dolay1 yeterince su alamadigi ve
strese bagli olarak bitkilerde ozmotik stresin yasandigi sonucunu ¢ikarabiliriz. Sultana
ve ark. (1999) tuz stresi altindaki piring bitkilerinde prolinin birikiminin osmotik
ayarlamada etkili oldugunu bildirmislerdir. Hien ve ark. (2003) ise tuzluluga karsi
toleranslart farkli ¢ ¢eltik ¢esidi ile tarla kosullarinda gergeklestirdikleri ¢alismada,
bitki koklerinde prolin birikiminin arttigini, bu artisin dayanikli ¢esitlerde daha once
baslayip yiiksek seviyelere ulastigini bildirmislerdir. Bhattacharjee ve Mukherjee
(2002), tuza dayanikli (Hamilton, SR26B) ve hassas (Ratna) celtik cesitleri iizerine
yaptiklar1 ¢alismada, 100 mM NaCl uygulamasina maruz birakilan ¢esitlerde prolin
birikiminin arttigini, dayanikli olan ‘Hamilton’ ve ‘SR26B’ ¢esitlerinde daha yiiksek
diizeylerde oldugunu rapor etmislerdir. Nakamura ve ark. (2002), iki yabani (O. latifolia
Desv. ve O. rufipogon Griff.) ile 2 kiiltiir ¢eltik ¢esidinin (dayanikli ‘SR26B’ ve hassas
‘IR28”) fizyolojik reaksiyonlarini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, osmotik potansiyel ile
prolin birikimi arasinda ters bir iliski oldugunu belirtmislerdir. Bu c¢alismalarin
sonuglarina gore tuz ve kuraklik stresinde bir osmoprotektan olarak prolinin koruyucu

roliiniin hala tartismali bir konu oldugu diistiniilmektedir.

Tuzluluk sartlart ¢ogunlukla bitki yapraklarinda erken yaslanmaya neden
olmaktadir (Yeo ve ark. 1991). Tuz stresinin etkisiyle osmotik ve iyon homeostasileri
etkilenen hiicreye, Na* ve CI iyonlarmin fazla miktarda girisi proteinlerin yapilarinda
bicimsel olarak ya da plazma membraninda elektriksel olarak degisimlere yol acar.
Proteinlerdeki bu degisimler osmotik stresin algilanmasim saglar. Iyon kanallari, iyon
tastyicilari, hiicre i¢i ya da plazma membrani iizerindeki iyon bagli proteinler iyonik

stresin ilk algilayicilart olarak bilinir. Ayni zamanda, iyonlarin gegisi ve osmotik stresle
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ortaya ¢ikan turgor degisiklikleri bitkilerde tuz stres sinyali i¢in baslangic gorevi goriir
(Hirt ve Shinozaki 2004). Tuz stresi altinda olusan serbest oksijen radikalleri, proteinleri
(Davies 1987) parcalamakta ve sonugta protein sentezi gerilemektedir (Cakmak ve ark.
1995; Eker 2002). Tuzluluk ve kuraklik stres faktoriiniin etkisiyle gesitli bitkilere ait
toplam protein icerigindeki degisimleri rapor eden ¢aligmalar mevcut olmasina ragmen
celtik cesitlerinde toplam ¢oziinebilir protein konsantrasyonu lizerine tuz stresinin etkisi
ile ilgili calismalar olduk¢a yetersiz bulunmustur. Oncel ve Keles (2002) tuz stresi
altindaki bugday genotiplerinde c¢oziinebilir protein miktarinin genel olarak artig
gosterdigini fakat bu artisin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugunu bildirmislerdir.
Aragstiricilarin sonuglarina benzer sekilde calismamizda, genel olarak tiim gesitlerde
toplam c¢oziinebilir protein miktarinin degisen oranlarda arttigi ancak istatistiksel
anlamda onemsiz oldugu saptanmistir (p<0.05). Bununla birlikte hassas oldugu
diistintilen Gala ve Karacadag cesitlerinde ¢oziinebilir protein igeriginde meydana gelen
artis degerleri Tunca ve Aromatik-1’e gore daha fazla bulunmustur. Elde ettigimiz
sonuglarin aksine, Papaver somniferum L. ¢esidinde (Kiling 2011) stres kosullarinda
tuzluluk artisina paralel olarak bitkilerin protein miktarlarinda azalma gozlenmistir.
Ayni sekilde, Lee ve ark. (2013) tolerant (Pokkali) ve duyarli (IR 29) geltik fidelerinde
tuz stresinin etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, IR 29’un kok ve yapraklarina ait
¢oziinebilir protein igeriginde Onemli bir diisiis, Pokkali’nin koklerinde ise ihmal

edilebilen bir azalis oldugunu belirtmislerdir.

Bitkilerin cesitli abiyotik stres faktorleri altinda stres tolerans mekanizmalart ile
iliskili proteinler sentezledikleri bilinmektedir (Muslu 2010). Bu proteinler genellikle
“stres proteinleri” grubu olarak adlandirilirken, bu grup icerisinde tuz stresiyle iligkili
proteinler de yer almaktadir. Tuz stresiyle iligkili proteinlerin de yer aldigi bircok
protein grubu (ROT'larla savasan proteinler, hiicre iskeleti kararliliin1 saglayan
proteinler, protein sentezi, islenmesi, etkinli§i ve parcalanmasimi kapsayan diger
proteinler, fotosentetik islevle ilgili olarak klorofil biyosentezi ile iliskili proteinler, vb.)
baziarastiricilar tarafindan (Suzuki ve ark. 2012; Barkla ve ark. 2013; Yildiz ve ark.
2014) rapor edilmistir. Arpa kokleri (Hurkman 1991), celtigin kok (Salekdeh ve ark.
2002), siirgiin, kiltiire alinmis hiicreleri (Shirata ve Takagishi 1990) ve c¢imlenmis
tohumlar1 (Rani ve Reddy 1994), gibi birgok bitkisel organda tuz stresi proteinleri

calisitlmistir. Ancak geltik yapraginda tuz stresine yanit olarak protein degisiklikleri
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tizerine yapilan ¢alismalar yetersizdir. Montalvan ve ark. (1998) SDS-PAGE yontemini
kullanarak 58 Brezilya ve 2 Japon upland O. sativa L. g¢esidinde tohum proteinlerini
incelemis ve elektroforez profillerinin taranmasi sonucu 16 protein fraksiyonuna ait
konsantrasyonlar ele alinarak ¢esitler birbirinden ayrilmistir. Kong-ngern ve ark. (2005)
tuz stresine yanit olarak SDS-PAGE teknigi ile Tayland c¢eltigi Thai rice cv. Leaung
Anan’in kok, yaprak ki1 ve yaprak zarinda protein profillerini Pokkali (tolerant) ve
Khao Dawk Mali 105 (hassas) ile karsilastirmali olarak incelemislerdir. Ozellikle 12 dS
m™ NaCl uygulamasi, protein deseninde 6nemli degisikliklere yol agmistir. Koklerde 90
kDa protein band yogunlugu ve yaprak kinlarinda ise 22 ve 31 kDa protein band
yogunluklar1 tuz uygulanan bitkilerde kontrollere gére daha baskin olmustur. Yaprak
zarlarinda ise tuz uygulamasi 55 kDa protein bandindan azalmalara yol a¢cmustir.
Aragstiricilar 22-24 kDa protein igeriginde stresle ile birlikte azalmasini protein sentez
oraninda azalma, hidroliz enzimlerin aktivitesindeki artma, amino asit
kullanilabilirliginde azalma veya protein ve aminoasit sentezinde rol alan enzimlerde
denatiirasyon ile iliskilendirmislerdir. Calismamizda, spektrofotometrik olarak
belirlenen ¢oziinebilir protein miktarlarin1 desteklemek amaciyla hassas ve tolerant
celtik cesitlerinde SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi yapilmistir. Celtik fidelerinin

elektroforez sonuclari incelendiginde, genel olarak tiim g¢esitlerde 26-55 kDa’lik protein

bolgelerinde band yogunluklart gozlenmistir. Ayrica, hassas olarak kabul edilen Gala
cesidindeki protein band yogunlugunun tolerant olan Aromatik-1’e gore daha fazla

oldugu  gozlenmistir. ~ Cozlinebilir  proteinlerin  spektrofotometrik  analizleri

incelendiginde ise, Gala ¢esidinde tiim tuz uygulamalari ig¢in kontrole gore artma
goriilmiistiir. Buna karsin Aromatik-1 ¢esidinde ise tuz konsantrasyonuna bagli olarak
¢oziinebilir protein miktarlar1 diisiik miktarda da olsa azalma gostermistir. Bu
baglamda, genel olarak SDS-PAGE sonucu c¢oziinebilir protein miktarlarina ait
bandlarda meydana gelen degisimler, spektrofotometrik Ol¢iimleriyle de uygunluk
gostermistir. Bay (2009) tarafindan yapilan calismada elde edilen 20 gesit celtigin
tohum depo proteinleri protein marker1 (standard) kullanilarak SDS-PAGE ile
incelenmistir. 45 kDa civarinda Glutelin Onciileri, 37-39 kDa civarinda asidik glutelin
alt tniteleri, 26 kDa civarinda a-Globulinler, 22-23 kDa civarinda bazik glutelin alt
tiniteleri ve 16-10 kDa araliginda ise prolaminler gozlenmistir. Arastiricinin sonuglari,

SDS-PAGE sistemi ile geltik cesitlerinden elde edilen profillerin tiim ¢esitler igin
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genelde birbirine benzedigini gostermistir. Santos ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢aligmada
yabani bir piring tlirii olan O. glumaepatula'min 29 genotipinin toplam protein
profillerini ve 4 temel protein bilesenini (albiimin, globulin, prolamin ve glutelin) 2
ticari ¢esitle (O. sativa) karsilastirmali olarak ¢alismislardir. SDS-PAGE sonucu tiim
Oryza glumaepatula genotipleri arasindaki albiimin profilleri benzer fakat O. sativa’dan
farkli bulunmustur. Banerjee ve ark. (2014) tuz stresine yanit olarak celtik ¢esitlerinde
(Swarna, Basmati, CR25) protein diizeylerinde olusan farkliliklar1 arastirdiklar
caligmada, ¢esitlerde 22&24 KD protein bandlarinda degisiklik oldugunu bildirmisler
ve tuz konsantrasyonu artiginin protein bandi miktarinda azalmalara yol agtigini net bir
sekilde ortaya koymuslardir. Abbasi ve Komatsu (2004) celtigin bazi bolgelerinde
tuzluluga cevap olarak ifade edilen 5 protein tanimlamislardir. Bunlardan birincisi
(LSY262) yaprak ki1 ve kokte, ti¢ tanesi (44.8 kDa, fruktoz bifosfat aldolaz; 35.4 kDa,
Fotosistem 1l oksijen dontistiren kompleks protein; 27.1 kDa, oksijen doniistiiren
arttirict protein 2) yaprak ayasinda ve digeri de (LSY363) yaprak ayasi ve kokte fakat
diisiikk diizeyde belirlenmistir. Arastiricilar bu proteinlerin ayrica diisiik sicaklik ve
kuraklik gibi diger stres faktorleri varliginda da arttigini bildirmislerdir. Calismamizda
da tiim ¢esitlerde genel olarak 34-43 kDa’lik bolgede protein bandinin daha belirgin
oldugu gozlenmistir. Bu baglamda, s6z konusu band bolgelerinde yogunlugu olan
proteinlerin tuz stresiyle uyarilmis olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir. de Souza Filho ve
ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada 170 mM NaCl stresine maruz birakilan geltik
bitkilerinin kok, siirgiin ve yapraklarinda 14.5 kDa SALT proteini ifadesinin uyarildigi
bildirilmistir. Claes ve ark. (1990) tuza duyarli cv.Taichung native 1. c¢eltik ¢esidinin
hem kok hem yaprak kinlarinda ¢okcga iiretilen 15 kDa proteinin sentezinde tuzla
uyarilan degisiklikler oldugunu bildirmislerdir. Yaptigimiz calismada da Karacadag
celtik ¢esidinin 200 ve 300 mM NaCl uygulamalarinda tuz stresine bagli olarak 17-26
kDa aras1 protein bolgesinde band yogunlugu gézlenmistir.

Tuz stres faktoriine maruz kalan bitkiler yasamsal faaliyetlerini yavaslatmanin
yanisira stomalarmi kapatarak su alimmi azaltirlar. Bu sartlar altinda bitkilerin CO;
alimi azalmakta, yeterli CO; bulamayan fotosentetik elektronlarin oksijen (O2)
molekiiliine aktarim1 gerceklesmekte ve boylece serbest oksijen radikalleri olusmaktadir
(Sairam ve ark. 2005). Canl1 hiicrelerdeki serbest oksijen radikallerinin bir kaynagi olan

ROT’un; DNA, protein, yag, fotosentetik pigmentler gibi makro molekiillere ve
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membranlara zarar verdigi bildirilmistir. Stres altindaki bitkilerde antioksidatif savunma
sisteminin artist  ROT’larin  siipiiriilmesini  saglar ve bdylece tuzluluga karst
toleransgelistirilir (Alscher ve ark. 2002). ROT’lara kars1 SOD, APX, GR ve CAT gibi
enzimler bu radikallerin yok edilmesinde en etkin antioksidatif enzimler olarak
bilinmektedir (Sreenivasulu ve ark. 2000; Yasar 2003). Calismamizda, tuz stres
faktoriine kars1 hassas (Gala ile Karacadag) ve tolerant (Tunca ile Aromatik-1) oldugu
diisiiniilen ¢esitlerde antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, APX, CAT ve GR) arastirilip
degerlendirilmistir. Su ve molekiiler oksijen i¢in giiglii ve potansiyel olarak zararh
oksitleyici bir ajan olarak H,O, doniisiimiinii katalizleyen CAT, bilinen en giiglii
katalizordiir ve katalizledigi reaksiyonlar yasam icin Onemlidir. Tuz stresine yanit
olarak c¢esitlerin tiimiinde NaCl konsantrasyonu arttikca CAT enzim aktivitesi de
kontrol grubuna gore artis gostermis ancak bu artis sadece Tunca ¢esidinde istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Tolerant olarak belirlenen Tunca ve Aromatik-1 ¢esidi igin
elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde arastiricilar, dayanikli g¢esitlerde CAT
aktivitesinin duyarh ¢esitlere gére daha yiiksek oldugunu ve bu enzim aktivitesinin tuz
uygulamasi ile arttigini bildirmistir (Shalata ve Tal 1998; Yasar 2003). Sonug olarak,
stres kosullarinda Tunca ve Aromatik-1 ¢esitlerindeki CAT artisinin, hassas olarak
secilen Gala ve Karacadag’dan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda tuz
stres faktoriine yanit olarak antioksidatif enzim aktivitelerinde degisen artiglarin
oldugunu bildiren calismalar (Kim ve ark. 2005; Sekmen ve ark. 2007; Noreen ve

Ashraf 2009; Tarchoune ve ark. 2010) sonuglarimizi destekler niteliktedir.

Askorbat-glutatyon dongiisiiniin son enzimi olan glutatyon rediiktaz (GR),
bitkilerin oksidatif stresten korunmalarinda 6nemli rol oynar (Foyer ve ark. 1991).
Arastirmamizda tuz stresinin ¢esitlerde neden oldugu oksidatif streste islevsel olan
GRenzim aktivitesinin tim c¢esitlerde arttigi belirlenmistir. Ancak hassas oldugu
diisiiniilen Gala ve Karacadag cesitlerinde ise s6z konusu aktivite degerleri daha diisiik
bulunmustur. Bruguiera parviflora bitkisinde tuz stresine yamit olarak GR
aktivitesindeki artis, elde ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir (Parida ve ark.
2004). Diger bir calismada (Shalata ve Tal 1998), tuz stresi altinda duyarli ve toleransh
iki domates cesidinin yapraklarinda GR aktivitesinde diisiis gozlendigi bildirilmistir.
Duyarli genotiplerde tolerant olanlara gére GR aktivitesinde goriilen daha yiiksek

orandaki diislis, bu genotiplerde yapisal diizenlemenin daha hassas oldugunu (Demiral
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ve Tiirkan 2005) ve diisen GR aktivitesinin strese duyarliligi artirmig olabilecegi fikrini

dogurmustur (Aono ve ark. 1995).

SOD; H,0,’yi iiretmek i¢in siiperoksit radikalleri (O;") ile tepkimeye girerek
(Bowler ve ark. 1992) O, ’nin yok edilmesinde belirleyici enzimdir. SOD enzimi, O,
'yi ortadan kaldirmakta fakat bunun sonucunda toksik 6zelligi yine gok yiiksek olan bir
baska madde olan hidroksil radikali (HO®) olusmaktadir. Birgok ¢alismada tuz
uygulamalarinin SOD aktivitesini arttirdigi (Lin ve Kao 2000; Yasar 2003; Yasar ve
ark. 2008) ve tuza dayanikli genotiplerin SOD aktivitesinin hassaslara gére daha yiiksek
ciktig1 belirtilmektedir (Shalata ve Tal 1998; Aktas 2002). Uygulama yapilan tiim
cesitlerde, NaCl konsantrasyonunun artist diger enzimlerde oldugu gibi SOD aktivitesi
bakimindan da farkli degisimlere yol agmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda tuzlulugun
artis1 tim gesitlerde; SOD enzim aktivitesini arttirmistir. Turan ve Tripathy (2013)
tolerant CSR 10 ve hassas PB-1 ¢eltik ¢esitlerinin antioksidan enzim aktiviteleri {izerine
tuzlulugun etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, CSR10’un kontrol kosullarinda duyarli PB-
I’den daha yiiksek SOD aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada,
diger antioksidan enzim aktivitelerinde oldugu gibi SOD i¢in de en diisik degerler
hassas olarak segilen Gala ve Karacadag cesitlerinden alinirken en yiiksek degerlere

Tunca ve Aromatik-1 ¢esitleri sahip olmustur.

H.0,’yi suya indirgeyen APX, bitkilerde askorbat-glutatyon dongiisiinde kilit rol
oynar (Foyer ve Lelandais 1996; Asada 1997). Bitkilerde APX aktivitesinin tuz stresi
altinda artmis oldugu ve meydana gelen bu artisin tolerant cesitlerde daha yiiksek
bulundugu 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (Shalata ve Tal 1998; Sreenivasulu ve ark.
2000; Karanlik 2001). Deneysel sonuclarimiza gére APX enzim aktivitesi, tolerant
olarak secilen Aromatik-1 ve Tunca c¢esitlerinde daha yiiksek bulunmustur. Diger
cesitler ile kiyaslandiginda, APX aktivite degerleri Gala ¢esidinde diisiikk bulunmus ve
300 mM NaClI uygulamasina yanit olarak s6z konusu ¢esit i¢in en diislik aktivite degeri
alinmistir. Calismamizin sonuglarina benzer sekilde Hordeum vulgare (Kim ve ark.
2005), Plantago maritima (Sekmen ve ark. 2007) ve Brassica campestris (Hernandez
ve ark. 2010) bitkilerinde tuz stresi altinda APX aktivitesinde artis oldugu arastiricilar

tarafindan bildirilmistir.
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Tuz stresinin celtik bitkisinde yarattigi antioksidatif enzim degismelerini
aragtiran Dioinisio-Sese ve Tobita (1998) duyarli Hitomebore genotipinin SOD
aktivitesinde azalma, APX aktivitesinde ise artis oldugunu aksine tuza dayanikli
Pokkali’de ise SOD aktivitesinin ¢ok az artmasina karsin, APX aktivitesinde ¢ok az
diisiis oldugunu bildirmisler. Arastiricilar tuz toleransina bagl olarak geltik ¢esitlerinde
degisen prolin igerigi, lipid peroksidasyonu ve antioksidan savunma sistemlerinin
karsilastirilmasindan elde edilen sonuclarin, bitkilerde tolerans mekanizmalarinin daha
iyi anlastlmasinda yararli olabilecegini ileri siirmiislerdir. Onceki arastirmalarin
sonuclarina benzer sekilde ¢alismamizda, stres faktoriine kars1t Tunca ve Aromatik-1’de
lipid peroksidasyonu seviyesinin diisiik; GR, SOD, CAT ve APX enzim aktivitelerinin
ise yiiksek olmasmin korunma amagl oldugunu ve bu gesitlerin daha etkili bir
antioksidatif sisteme sahip oldugunu ifade edebiliriz. Arastirmamizdan elde ettigimiz
sonuglara benzer sekilde Vaidyanathan ve ark. (2003), tolerant Pokkali geltik ¢esidinin
yapraklarinda CAT, APX ve GR enzimlerinin aktivite degerlerinin yiiksek oldugunu,
SOD aktivitesinde ise ¢cok az bir artis meydana geldigini bildirmislerdir.

Normal biiyiime kosullar1 altinda bitkilerde ROT’un {iretimi ile siipiiriilmesi
arasinda bir denge vardir. Bitki gevresel stres faktorii ile karsilastiginda bu denge
bozulur ve oksidatif strese yol agan ROT elemanlari hiicrede birikir. Her bir antioksidan
enzim (SOD, CAT, APX, GR) belirli bir islevi yerine getirir ve aktiviteleri ROT
detoksifikasyonunda belirli bir role sahiptir (Abogadallah 2010).SOD, O, ’yi daha ¢ok
CAT ve gesitli peroksidazlar tarafindan siipiiriilen H,O;’ye dontistiiriir. APX, H,O,’ nin
eliminasyonundan, CAT ise H,O,’nin suya ve oksijene dismutasyonundan sorumludur.
Sharma ve ark. (2012) APX’in H;O,’ye duyarliliginin CAT enziminden daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica APX, GR ile birlikte Halliwell-Asada yolu ile H,0;’yi
suya indirgemede anahtar rol oynar (Noctor ve Foyer 1998). Bitkilerde metabolizmanin
antioksidanlar1 aktif formlarinda tutma yetenegi antioksidan savunma sisteminin
etkinligi tarafindan belirlenmektedir. Bu durum bitkilerin ROT’lara kars1 gosterdikleri
cevaplardaki farkliliklar1 ve tolerans seviyelerini ortaya ¢ikarmaktadir. Son yillarda tuz
stresinin oksidatif zararlar ile ilgili yapilan aragtirmalarda, toksik O tlirevlerini yok
etmekten sorumlu antioksidatif enzimlerin, dayanikli genotiplerde duyarlilara gére daha
yiiksek diizeyde bulundugu ve tuz stresine dayanikli genotiplerin daha az lipid ve
protein tahribatina ugradiklar1 bildirilmistir (Herndndez ve ark. 2000; Akgali 2014).
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Calismamizda, O," giderme aktivitesi bakimindan yapilan analizde; tiim
cesitlerin genel olarak O," radikali giderme aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.
Uygulanan tiim tuz konsantrasyonlarinda, cesitlerin sondiirme aktivitesi pozitif kontrol
olarak kullanilan BHT ye gore yiiksek bulunmustur. Deneysel sonuglarimiza gore, tuza
tolerant gesitlerin O, sondiirme aktivitesinin yiiksek olmasi tuz stresi sonucu iiretilen

0O, yi yok etmek i¢in SOD’un yeterli olabilecegini gostermistir.

HO" radikallerinin mevcut biyolojik sistemlerde bir¢ok bilesikle reaksiyona
girdigi ve biyolojik membranlarda hasara yol actigi bilinmektedir (Halliwell ve
Gutteridge 1989). Arastirmamizda bitki ekstraktlarinin HO® radikalini soéndiirme
aktivitesi incelendiginde; pozitif kontrollerde (BHT ve BHA) oldugu gibi ¢esitlerin tiim
uygulamalarinda benzer ve diisiik degerler elde edilmistir. HO"™ bakimindan en diisiik
inhibisyon yiizdesi, 300 mM NaCl uygulama grubundaki Karacadag ¢esidine ait 1 pg
ml™ ekstresinde goriiliirken, yiiksek ve pozitif kontrollere en yakin aktivite degerleri ise

100 mM NaCI’ye maruz birakilan Tunca ¢esidinin 20 pg ml™ ekstresinden alinmustir.

Uretildigi yerden diger hiicrelere ve hiicre i¢indeki gesitli organellere tasinabilen
H,0,, sekonder haberci gibi davranabilen bir metabolittir, CAT (Prasad ve ark., 1994)
ve APX (Morita ve ark. 1999) gibi stres koruyucular1 iceren genleri ve proteinleri
uyardig1 bilinmektedir. Yiiksek konsantrasyonlardaki H,O, Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlartyla ayrica HOe radikaline doniiserek lipid peroksidasyonunun artmasina,
niikleik asit, lipid ve protein gibi hiicresel molekiillerde oksidatif zarara yol agar
(Michalak 2006; Hichem ve ark. 2009). Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore,
uygulama (0-300 mM NaCl) yapilan Gala ve Karacadag gesitlerinde genel olarak bitki
ekstraktlariintiim konsantrasyonlarinda H,O, giderme aktivitesi zayif bulunmustur. Bu
cesitlerde siipiirme aktivitesinin zayif olmasi, H,O,’nin siipiirme enzimi olan CAT ve
APX’in yeterli seviyede aktivite gosteremediginden kaynaklanmig olabilir. Bununla
birlikte H,O; siipiiriilmesi bakimindan en yiiksek aktivite Tunca geltik ¢esidinin 200

mM NaClI uygulamasinin 400 pg ml™ ekstresinde gorilmiistiir.

Tuzluluga yanit olarak bitkilerde H,O, {iiretimi ile alakali farkli caligmalar
literatlirde yer almistir. Tuzluluk stresi altinda H,O, iceriginin Brassica oleracea’da
(Hernandez ve ark. 2010) arttig1 veya Pisum sativum’da degismeden kaldig1 (Noreen ve

Ashraf 2009), veya arpada azaldig1 (Kim ve ark. 2005) rapor edilmistir. Caligmamizda,
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test edilen uygulamalardan sonra tiim gesitlerin H,O, igeriginde artis goriilmiis ve H,O;
miktarlart kontrol grubuna gore yiiksek degerlerde bulunmustur. Senadheera ve ark.
(2012) tarafindan yapilan ¢alismada tuz stresine yanit olarak (50 mM NacCl) tuza toleant
FL478 ¢eltik ¢esidinin koklerinde duyarli IR-29 ¢esidine gore daha fazla H,O, birikimi
oldugu belirtilmistir. Chuan ve Ching (1999), NaCl etkisindeki celtik fidelerinin
koklerinde H,O, miktarinda goriilen degisimleri inceledikleri ¢alismalarinda, yiliksek
NaClI uygulamasinda H,O, seviyesinin arttigini bildirmislerdir. Singha ve Choudhuri
(1990), tuzluluk stresi altinda Vigna ve Oryza fidelerinin yapraklarinda H,0,
birikiminin CAT aktivitesinde diisiisle iliskili oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilarin
bu sonucu ile uyumlu olarak; ¢alismamizda hassas olarak segilen Gala ve Karacadag
cesitlerinde H,0O; igeriginde meydana gelen artislar, sz konusu ¢esitlerdeki daha diisiik
CAT aktivitesi ile iliskilendirilebilir. Diger bir ifade ile yiiksek seviyede toksik olan
H202 nin uzaklastirilmas: katalaz ve peroksidaz enzimleri aracilifiyla gergeklestirilir.
Peroksizomlarda yer alan katalaz, H,O,’nin su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizler. Peroksidaz enzimi ayni islevi, fenolik birlesikler veya antioksidanlar gibi
substratlarin oksidasyonuyla gergeklestirir (Pan ve ark. 2006). En yiiksek (300 mM) tuz
konsantrasyonunda tolerant olduklar1 diisiiniilen Tunca ve Aromatik-1 geltik ¢esitlerinin
H,0, miktar1 kontrollerine gore c¢ok diisiik miktarlarda artis gostermistir. Literatiir
bilgilerine goére calismamizda daha disiik miktardaki H,O,, artan CAT ve APX
aktivitelerinin SOD tarafindan {iiretilen HyO;’yi detoksifiye etmis olabileceginin bir
kanitidir. Khan ve Panda (2008) yaptiklar1 ¢alismada, NaCI uygulamasi ile strese tabi
tutulan Lunishree ve Begunbitchi’nin kdklerinde CAT ve SOD aktivitelerinde diisiis
meydana geldigini bildirmislerdir. Arastiricilar, her iki c¢esitte de azalan CAT
aktivitesinin, Haber—Weiss reaksiyonu sonucu HO" radikallerine doéniisen, H,O,
birikimini tesvik etmis olabilecegini ileri slirmiislerdir. Chawla ve ark. (2013) tuza
tolerant ve hassas celtik ¢esitlerinde tuzlulugun oksidatif strese etkisini incelemislerdir.
Tuzlulugun artisiyla birlikte tiim ¢esitlerde O, ve H,O, miktarlarinda artis oldugunu ve
bunun duyarl gesitlerde daha fazla ve 6nemli, tolerant olanlarda ise 6nemsiz oldugunu
bildirmislerdir. Arastiric1 tuz kosullarinda duyarli gesitlerde daha fazla artan O, ve
H,O, miktarlarinin bu g¢esitlerde, membran lipidlerine saldirararak oksidatif stresin
olugmasinda onemli rol oynuyor olabilecegini bildirmistir. Oksidatif stresle basa

cikmada ROT siipiiriicii sistemin roliinii belirlemek i¢in tuza tolerant ve hassas
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cesitlerde SOD, CAT, GR, APX ve POX enzim aktiviteleri de incelenmistir. Tuza
toleransli gesitlerde enzim aktiviteleri tuzlulugun artisiyla beraber artis gosterirken,
duyarli olanlarda gerilemistir. Calismamizda da tolerant olarak segilen Tunca ve
Aromatik-1 celtik ¢esitlerinde SOD, GR, APX ve CAT enzim aktivitelerinde hassas
olarak secilen Gala ve Karacadag’dan daha yiiksek seviyelere ¢ikmistir. Lee ve ark.
(2013) tuza tolerant (Pokkali) ve hassas (IR-29) iki geltik ¢esidinde antioksidan cevaplar
tizerine tuzlulugun etkisin inceledikleri ¢alismada IR-29'da APX, CAT ve POD
aktivitelerinde yliksek artislar oldugunu belirtmislerdir. Meydana gelen bu artiglarin,
tuza toleranstan ziyade tuz duyarlilif ile iligkili olarak oksidatif stres ile iliskili sinyal
yollar1 vasitasiyla uyarilmig olabilecegi arastiricilar tarafindan vurgulanmustir.
Chunthaburee ve ark. (2016) 12 ¢eltik ¢esidini, tolerans diizeyleri uluslararasi olarak
tescillenmis 2 cesit ile (tolerant Pokkali, hassas IR 29) karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda,
tuza duyarli ¢eltik cesitlerinde H,O, birikiminin, tolerant olanlara kiyasla daha fazla

oldugunu belirtmislerdir.

Turan ve Tripathy (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kontrol kosullarinda,
tuza tolerant CSR10’un SOD, GR, APX ve CAT aktiviteleri, tuza duyarli PB-1’den
daha yiliksek bulunmustur. Arastiricilar antioksidatif enzim artigsinin, stresin etkisini
gidermek icin tuza toleransli cesitte erken baslamasindan kaynakli olabilecegini
bildirmislerdir. Stres faktoriine karsi bitkilerde olusan antioksidatif yanit; iiretilen
reaktif oksijen tiirleri, bazi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan
yonetilen karmasik bir siiregtir. Tuz stresine yanit olarak tolerant cesitlerde bulunan
daha iyi antioksidan koruma mekanizmasi ve dolayisiyla daha yiiksek radikal siipiirme
giicti, lipid peroksidasyonu derecesinin daha diisiik diizeylerde olmasinin bir sonucudur.
Calismamizda, celtik gesitlerinde tuz stresine yanit olarak antioksidan enzim aktivite
degerlerinde olusan farkliligin, ¢esitlerin tolerant veya hassaslik durumlar ile yakindan
iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. Tuz stresi ile kars1 karsiya kalan bitkilerde toksik
radikallerin ortadan kaldirilmasinda etkili olan bu antioksidatif enzim aktivitelerinde
artig saglayabilen gesitlerin tuz stresine dayanimi da yiiksek olmaktadir (Gossett ve ark.
1994; Sreenivasulu ve ark. 2000). Tuza dayanimdaki farkliliklarin gegerliligini
belirlemek i¢in bircok calisma yapilmalidir. Boylece, farkli bitki tilirlerinde oksijen
tirevlerine karsi1 korunma mekanizmalarindaki degisiklikler ile ilgili goriislerin ortaya

¢ikmasi saglanabilir (Ashraf ve Harris 2004).
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Tim bu literatlir bilgileri 15181inda; c¢alismamizda tuza duyarh olarak segilen
Gala ve Karacadag gesitlerinde radikallerin, membran hasar1 ve lipid peroksidasyonunu
hizlandirmis olabilecegi fikrini dogurmustur. ROT sondiirmede kullanilan enzim
piramidi abiyotik strese toleransli bitki elde etmede kullanilabilir. Bu nedenle, ROT
sondiirme kabiliyeti olan ve hiicresel ROT diizeyini kontrol edebilen bitkiler gelecekte
zorlu cevresel streslerle basa c¢ikmada yararli olabilir (Gill ve Tuteja 2010). Bu
baglamda, yapilan bu tez calismasi farkli/aym tiirlerde tuzluluk toleransi ile ilgili
mekanizmalarin karsilastirilmasi; tuzluluk toleransini biiyiik Olgiide saglayan ve

molekiiler mekanizmalar1 belirleyen diizenleyici noktalar1 anlamak i¢in temel olabilir.

Onceki calismalar dogrultusunda sonuglarimizi degerlendirdigimizde, hiicresel
seviyedeki biyokimyasal gostergelerle ilgili yeni bilimsel verilerin tuzluluga karsi
toleransh tarimsal iiriinlerin se¢iminde giiclii bir kriter olabilecegini sdyleyebiliriz. Bu
nedenle, tiim diinyada onemli bir besin kaynagi olarak tiiketilen celtik bitkisinde
antioksidatif yanitlar tizerine tuzlulugun etkisini ¢alismak olduk¢a Onemli bir hale
gelmistir. Arastirmalardan elde edilecek bilimsel sonuglar tuza toleranshi celtik

c¢esitlerinin tiretilmesine ve secilmesine katkida bulunabilir.
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