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Bugday tarimi1 yapilan en eski kiiltiir bitkilerindedir. Bitkiler yasamlar1 boyunca
biyotik ve abiyotik stres kosullarina maruz kalmaktadir. Bu ¢alismanin amaci alkali
kosullarina Aytin-98, Cetinel-2000 ve Tir ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.)
genotiplerinin tepkilerinin hem antioksidant enzim aktiviteleri, element analizi hem de
molekiiler analizlerle belirlenmesidir. Bu amagla hidroponik ortam kullanilarak
yetistirilen bitkiler fide doneminde 48 saat siireyle NaHCO3’iin 0, 10, 50 ve 100 mM’lik
dozlarina maruz birakilmistir. Bu calismada kontrolle karsilastirildiginda hidrojen
peroksit (H,O0,)stliperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT)
aktivitelerinde Cetinel-2000 genotipinde NaHCO3 dozlarinin tiimiinde artiglar olurken
Aytin-98 ve Tir geonitplerinde ise artis ve azaliglar meydana gelmistir. Benzer sekilde
malondialdehit igerigi yoniinden Cetinel-2000 genotipi yine diger genotiplerden daha
yiiksek olmustur. ISSR (Basit dizi tekrarlari arasi)’ler ile yapilan Genomik Kalip
Stabilitesi (GKS) oranlar1 NaHCO3 dozuna bagli olarak azalma gdstermistir. Strese
bagli olarak DNA hasarlart meydana gelmistir. Element analizi sonuglarinda NaHCO3
dozuna bagl olarak Na (Sodyum) miktarinda tim genotiplerde artis meydana gelirken
K (Potasyum) oranlarinda ise azalis olmustur. Na/K oranlarinda da artislar olmustur.
Calismada yapilan analizlere gore Cetinel-2000 genotipinin NaHCOs ile yapay olarak
olusturulan alkali kosullarin tiim dozlarina kars1 hassas oldugu diger taraftan Aytin-98
ve Tir genotiplerinin ise alkali kosullara karsi Cetinel-2000’e goére daha dayanikli
olduklar1 anlagilmistir.
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THE DETERMINATION of PHYSIOLOGICAL and MOLECULAR
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Wheat is one of the most early cultivated plants. Plants are exposed to biotic and
abiotic stress conditions throughout their lives. The aim of this study is to determine the
reactions of Aytin-98, Cetinel-2000 and Tir bread wheat (Triticum aestivum L.)
genotypes to alkaline conditions by both antioxidant enzyme activities, elemental
analysis and molecular analysis. For this purpose, plants grown using hydroponic
medium were exposed to 0, 10, 50 and 100 mM doses of NaHCO;for 48 hours during
seedling stage. In this study, in the hydrogen peroxide (H,0,), superoxide dismutase
(SOD), peroxidase (POD) and catalase (CAT) activities compared to the control, all of
the doses of NaHCO;in the Cetinel-2000 genotype were increased, while there were
increases and decreases in the Aytin-98 and Tir genotypes. Similarly, in terms of
malondialdehyde content, Cetinel-2000 genotype was higher than other genotypes. The
rates of Genomic Template Stability (GTS) with ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)
decreased with respect to the dose of NaHCO; DNA damage has occurred due to stress.
In the results of the elemental analysis, an increase in all genotypes in Na (sodium)
amount was observed due to the dose of NaHCO;while the K (potassium) ratios
decreased. There were also increases in Na/K ratios. According to the results of the
study, it was understood that Cetinel-2000 genotype was susceptible to all doses of
artificially induced alkaline conditions with NaHCO;, whereas Aytin-98 and Tir
genotypes were more resistant to alkaline conditions than Cetinel-2000.

Year, 74 page
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1. GIRIS

1. GIRIS

Yaklasik 3500 ¢esidi olan ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) Poaceae
ailesinin Triticum cinsinin bir iiyesidir. U¢ farkli diploid genomdan olusan ekmeklik
bugday allohekzaploid olup kendine dollenen bir bitkidir. A, B ve D genomlarinin
donorleri sirasiyla Triticum urartu Thuman ex Gandil. (AA, 2n = 14), Aegilops
speltoides Tausch (BB, 2n = 14) ve Aegilops tauschii Coss. (DD, 2n = 14)’dir. (Dvorak
etal., 1988, 1993, 1998; Dvorak and Zhang 1990).

Bugday, diinyada kiiltiire alinmis en 6nemli bitki olup tahillar arasinda ise 220
milyon ha ile en genis ekim alanina sahiptir. Ulkemizde ise 7,61 milyon ha ekim alanina
sahiptir (FAO, 2018). Diinya niifusunun yaklagik %35’inin temel besin kaynagini
bugday olusturmaktadir ve bugday giinliik enerji ihtiyacinin yaklasik %Z20’sini
karsilayan bir tahildir (Scofield ve ark., 2005; Lobell ve Gourdji 2012; Shiferaw ve ark.,
2013). Yapilan kaba hesaplamalara gore insanligin ihtiyaci olan bugday tiretiminin 2050
yilinda yeterli miktarda olabilmesi i¢in bugiinkii bugday tiretiminin her yil %2 oraninda
artmas1 gerekmektedir (ilhan, 2013). Kiiresel iklim degisikligi nedeniyle kuraklik ve
yagis rejimindeki degisikliklerle birlikte mevcut tarim alanlarimin da son sinirlarina
dogru yaklastig1 diisiiniildiigiinde, bugday tane biyolojisi ve bugday bitkisinin biyolojik
mekanizmasinin anlagilmasi birim alandan alinan verimi artirmada ne kadar biiyiik bir

oneme sahip oldugu daha da ortaya ¢ikacaktir.

Topraktaki yiiksek tuz ve alkali miktar1 pek ¢ok bitki tiiriinde biiylime ve
gelismeyi sinirlayict faktorler arasindadir (Torbaghan et al., 2017). Bitkiler tuzlu ve
alkali topraklarda genellikle karma bir stresle kars1 karsiya kalmaktadir (Guan et al.,
2008; Li et al., 2010). Dolayis: ile bitkinin tuza m1 yoksa alkali stresine mi maruz
kaldigin1 iyice arastirmak gerekmektedir. Genellikle tuzlu topraklardaki tuzdan sorumlu
bilesik NaCl *dir. Ancak HCO3 ve CO3? gibi iyonlar tuzlu ve alkali olan topraklarin
pH’sin1 artirmaktadir (Li et al., 2010).

Alkali topraklar genellikle Orta Dogu, Giiney Amerika ve Avrupa’nin Akdeniz
bolgelerinde, Asya, Afrika ve Avustralya gibi bolgelerin kurak ve yari kurak alanlarinda

bulunmaktadir. Ulkemizdeki corak arazilerin &lgiimleri ile ilgili genel duruma



1. GIRIS

bakildiginda Tiirkiye yiizol¢limiiniin %2’sine, toplam islenen tarim arazilerinin
%5.48’ine, ekonomik olarak sulanabilen 8.5 milyon hektar arazinin %17’sine esittir.
Ayrica toplam corak alanlarin %74.2°si tuzlu, %25.5°1 tuzlu-alkali ve %0.5°1 ise alkali
topraklardan olusmaktadir (S6nmez, 2004).

Bitkiler, biyotik (simbiyantlar, parazitler, patojenler, herbivorlar ve rakipler) ve
abiyotik (sicaklik, nem, 11k, su, besin elementleri, CO2, riizgar, iyonize radyasyon ve
Kirleticiler) c¢evresel faktorleri igeren ¢esitli ve karmasik etkilesimlerle ugrasmak
zorundadir. Evrim siirecinde, bitkiler stresli olaylara uyum saglamalar1 ve hayatta
kalmalarin1 saglayan 6zel mekanizmalar gelistirmislerdir. Bitkilerin biyotik ve abiyotik
streslere maruz kalmasi, fizyolojik siirecleri iceren bitki metabolizmasinda bozulmaya
yol agar (Heil and Bostock 2002; Massad et al. 2012; Rejeb et al. 2014) ve bu da se¢ilim
degerinde ve sonugta iiretkenlikte bir azalmaya neden olur (Shao et al. 2008). Abiyotik
stresin en 6nemli 6zelliklerinden biri biiyiimede biiyiik bir etkiye sahip olmasidir ve
tarladaki ciddi kayiplardan sorumludur. Meydana gelen verim kayiplart ¢ogu bitki
tirtinde % 50’ye ulasabilir (Wang et al. 2003). Dahasi, biyotik stres, bitkiler {izerinde
gliclii bir baski olusturmakta ve patojen veya herbivor saldirisiyla da hasara katkida
bulunan ek bir sorundur (Maron and Kauffman 2006; Brown and Zangerl 2002; Rejeb
et al. 2014).

Bitki savunmasindaki hayati bir adim, strese yanit verebilmek igin stresin
zamaninda algillanmasidir. Tanimadan sonra, bitkilerin yapisal bazal savunma
mekanizmalar1 (Andreasson and Ellis 2010), bir stresten digerine degisen karmasik
savunma kaskadlariin aktivasyonuna yol agar (Abou Qamar et al. 2009; Chinnusamy
et al. 2004). Bitkiler biyotik ve/veya abiyotik strese maruz kalmalarinin ardindan,
spesifik iyon kanallar1 ve kinaz kaskadlar1 (Fraire-Velazquez et al. 2011) aktive eder,
reaktif oksijen tiirleri (ROS), absisik asit (ABA), salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA)
ve etilen (ET) gibi bitki hormonlarini biriktirir ve genetik mekanizma yeniden
programlanarak, stresin neden oldugu biyolojik hasar1 en aza indirgemek i¢in gerekli
olan savunma reaksiyonlariyla ve bitki toleransinda bir artisla sonuglandirir (Rejeb et al.
2014).
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Son yillarda arastirmalar, es zamanli strese yanitin ¢ok daha karmasik bir
senaryoya yol agmasina (Fujita et al. 2006) ragmen, abiyotik veya biyotik strese karsi
bitki tepkilerini anlama {izerine yogunlasmistir (Qin et al. 2011). Stresin
algilanmasindan hiicrelerdeki son yanita kadar, bitkiler, strese bagli olarak ¢esitli sinyal
yollarint kullanirlar. Bitkilerin ayn1 anda birden fazla stresle karsi karsiya kaldiklari
durumda spesifik bir sekilde tepki verdikleri goriilmektedir ve yanit, bitkinin tek tek
streslere tepkisine gore tahmin edilemez (Atkinson and Irwin 2012). Coklu stresler
tizerinde yapilan arastirmalar, dogal kosullari simiile etmeye g¢alismaktadir. Ancak
tarladaki kosullar kontrol edilmemekte ve stres, bitkilerin temel stres savunma yanitini
gicli bir sekilde etkileyebilmektedir (Rejeb et al. 2014). Ayrica, bitkiler tarla
kosullarima ve bitkinin gelisim donemine bagli olarak farkli derecelerde hassasiyet
gosterebilirler (Mittler and Blumwald 2010). Stresin algilanmasindan sonra olusan
savunmalar arasinda cesitli etkilesimler meydana gelebilir. Bunlar, streslerin spesifik
kombinasyonuna ve hatta ayni andaki etkisine baglidir (Rasmussen, et al. 2013).
Eszamanli streslerin, spesifik bir stres tiiriine daha fazla veya daha az hassasiyeti iceren
antagonistik, sinerjistik veya eklemeli olup olmadig1 agik degildir (Asselbergh et al.
2008). ki stresoriin kombinasyonu, bitkiler iizerinde negatif ve eklemeli bir etkiye sahip
olabilir ve bu yiizden ikinci stres, daha biiyiik hasara yol acan faktordiir. Ote yandan,
streslerin kombinasyonu ayrica bitkilerdeki antagonistik tepkilere de yol agabilir (Rejeb
etal. 2014).

Tuzlulugun neden oldugu ozmotik stres sonucunda sitoplazmanin ozmotik
potansiyeli, prolin, glisin betain ve sakkaroz gibi organik bilesiklerin birikimiyle
sagladigini ortaya koymaktadir (Taban vd. 1999). Bitkilerde Na yapraklarda birikerek
klorofil molekiillerindeki Mg ile yer degistirmektedir ve ayn1 zamanda klorofillerin
yapisini bozarak klorozis’e neden olmaktadir. Bir stres proteini olan prolinin hiicrelerde
tiretimi ve birikimi artmaktadir (Avcioglu vd. 2003). Tuz stresi kosullarinda bitkiler,
prolin ireterek hiicrenin osmotik basinglarini yiikseltmektetir ve bu sayede besin
ortaminda ortaya c¢ikan yliksek osmotik basinct dengesini saglaylp yasamlarini
stirdiirebilmektdir. Tuz stresinin olustugu ortamda, hiicre zar1 ylizeyine biriken NaCl
molekiillerinin iyonizasyonu sonucu olusan Cl iyonlar1 pH’y1 hizla diistirmektedir.
Sonug olarak zar proteinlerinin hidrojen baglar1 kopmakta ve proteinlerden, protein

pompalarindan K, Ca gibi iyonlar da koparak ortama dagilmaktatir, bunun sonucu
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olarak da zarin zararlanmasi oraninda ortamda serbest iyon

konsantrasyonuyiikselmektedir (Oztiirk vd. 2002).

Cevresel stres, hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesine neden
olur ve bu da bitkilerde ciddi oksidatif hasara neden olabilir. Bu durum bitkide
biiylimeyi ve tane verimini dnler. ROS iiretimi ve atilmasi arasindaki denge genellikle
redoks homeostazi olarak bilinir. Bununla birlikte, ROS {iretiminde hiicresel temizleme
kapasitesini bastirdiginda yani, hiicresel redoks homeostazini dengesiz hale
getirdiginde, oksidatif stres olarak bilinen ROS'larin gegici siireligine birikimine sebep
olur (Mullineaux et.al. 2010; Sharma et. al. 2012).

Tuz stresi, besin eksikligi, hava kirleticileri, su mevcudiyeti, kuraklik, agir
metaller, yiiksek sicakliklar, toprak sodikligi ve tuzlulugu gibi elverissiz cevre
kosullarina bitkilerin maruz kalmas1 ROS’larin tiretilmesini artirabilir. Bitki hiicreleri,
kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi organellerinde iiretilen antioksidan savunma
sistemlerini kullanarak bitkiyi toksik oksijen ara {iirlinlerine karsi korur. Arastirmalar
cesitli streslere karsi hiicresel antioksidan mekanizmanin tesvik edilmesi {izerine
kurulmaktadir. Antioksidan savunma mekanizmasinin bilesenleri enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki grupta incelenir. Enzimatik antioksidanlar
SOD (Siiperoksit dismiitaz), CAT (Katalaz), APX (Askorbat peroksidaz), MDHAR
(monodehidroaskorbat rediiktaz), DHAR (dehidroaskorbat rediiktaz) ve GR (Glutatyon
peroksidaz) iken, enzimatik olmayanlar ise GSH (Glutatyon), AA (Askorbik asit) (her
ikisi de suda ¢6ziilebilir), karotinoidler ve tokoferoller (yagda ¢oziilebilir)’dir (Biiytlik ve
ark., 2012; Gill and Tutajeva, 2010; Sahin, 2009).

Molekiiler markdrler DNA seviyesinde genotipler arasindaki farkliliklari ortaya
cikararak, genetik kaynaklarin karakterizasyonu i¢in dogrudan, daha giivenilir ve etkili
bir yontemdir. Bitkilerde kullanilan mevcut molekiiler markorler arasinda DNA
hibridizasyonuna dayali ve PCR temelli markorler olarak iki grupta toplanmaktadirlar.
Hibridizasyona dayali teknik RFLP olurken, PCR tabanli markorler ise RAPD, ISSR,
SSR ve SNP’tir. PCR tabanli markoérler daha kolay, daha ucuz ve daha hizli olduklart
icin daha yaygin olarak kullanilirlar. Bununla birlikte, RAPD ve ISSR dominant

markorler iken, SSR’ler ise kodominant markorlerdir. Molekiiler markorler genom
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haritalama, gen etiketleme, genetik cesitliligin tahmini, ¢esit tanimlama ve markor

destekli seleksiyonda kullanilirlar (Sonnante et al. 1994; Mall and Chawla 2014).

ISSR teknigi, daha uzun primer dizisine ve primerlerin daha yliksek baglanma
sicakligina sahip olmasi nedeniyle reaksiyonlar1 daha yiiksek kesinlikte olup ve
RAPD’den daha giivenilir, hizli ve kolay bir metottur (Sorrentino et al. 2017). ISSR
primerleri bir genomda tekrarlar arasindaki mesafeyi diizenleyen delesyon, insersiyon
veya translokasyona sahip olan ya da dizi tekrarimi kaybettiginde polimorfizm iiretir

(Vijayan 2005).

Bu caligmada bugday genotiplerinin erken gelisim déneminde alkali kosullara
verdigi yanitin hem antioksidan enzim aktiviteleri ve element analizleriyle hem de
molekiiler markorlerle stresin - olusturdugu DNA  hasarmnin  tespit  edilmesi

amagclanmaktadir.
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2.1. Antioksidan Mekanizma

Bitkilerin antioksidan savunma mekanizmasi, g¢esitli biyotik ve abiyotik stres
kosullar1 altinda asir1 iiretilen toksik ROS’lar1 uzaklastirmak ic¢in gorev alir. Antioksidan

mekanizma asagidaki sekilde gruplandirilabilir (Tanotra 2017; Kog 2010).

2.1.1. Antioksidan Enzimler
2.1.1.1. Askorbat peroksidaz
2.1.1.2. Katalaz
2.1.1.3. Siiperoksit dismiitaz
2.1.1.4. Glutatyon rediiktaz
2.1.1.5. Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR)
2.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.1.2.1. Askorbat
2.1.2.2. Prolin (ozmolit ve antioksidan olarak)
2.1.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
2.1.3.1. H,0,
2.1.3.2. Siiperoksit anyonu
2.1.3.3. Hidroksil iyonu

2.1.1. Antioksidan Enzimler

Farkl: stresler altinda, antioksidan enzimler bitkilerin hayatta kalabilmeleri i¢in

miktarlarinda degisiklikler gosterirler.

2.1.1.1. Askorbat peroksidaz (APX; EC: 1.11.1.11)

Askorbat peroksidaz enzimleri 6zel bir elektron vericisi olarak askorbati
kullanarak H,0,’nin suya doniistiiriilmesini  katalizlemektedir.  APX,  bitki
hiicrelerindeki 6nemli bir ROS detoksifikasyonlama sistemi olan askorbat—glutatyon

6
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dongiisiiniin bir bilesenidir. Farkli APX izoformlar1 (tAPX, gmAPX, sAPX, cAPX)
sitozol, peroksizom, kloroplast ve mitokondri gibi farkli alt hiicresel boliimlerle
iligkilidir. APX, katalaz ve peroksidaz gibi diger H,0, detoksifiye edici enzimlerle
karsilastirildiginda daha yiiksek afiniteye sahiptir (Caverzan et al 2012). Stres siiresince
ROS’larin yonetiminde etkili bir rol oynamaktadir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 ROS ve antioksidan savunma mekanizmasi (Gill and Tutajeva, 2010
degistirilerek alinmistir).

2.1.1.2. Katalaz (CAT; EC: 1.11.1.6)

Katalaz oksijeni kullanan neredeyse tiim yasayan organizmalarin bir antioksidan
enzimidir. Bu organizmalar bakteriler, bitkiler ve hayvanlardir. Katalaz dort polipeptit
zincirli bir tetramerdir. Dort porfirin hem (demir) grubu igerir. Herhangi bir rediiktaz
kullanmaksizin H,0,’yi su ve oksijene doniistiiriir. Katalaz oksijen tiirleriyle (ROS)
olusan oksidatif stresten hiicreleri korur. Tiim enzimler arasinda katalazin devir sayisi
en yiiksek olanidir, bir katalaz molekiilii dakikada H,0,’yi H,0 ve 0,’ye yaklasik 5
milyon molekiile donistiirebilir. Katalaz yag asitleri, fotorespresyon ve piirin
metabolizmasinin B-oksidasyonunda iiretilen H, O, nin uzaklastirilmasini saglar ve ayni
zamanda askorbat glutatyon dongiisiiniin metabolitlerini uzaklastirir (Dat et al 2000).
Katalaz aktivitesi su stresi altinda 2 katina c¢ikar. Katalaz peroksizomda lokalize
olmustur. Yine sitozol, kloroplast ve mitokondri gibi diger organellerde de lokalize
olmustur. Angiospermlerde {i¢ katalaz geni bulunmustur. Bunlardan CAT1 polen ve
tohumlarda, CAT2 fotosentetik dokularda, kokler ve tohumlarda, CAT3 ise

7
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mitokondride iretilip yapraklar ve vaskiiler dokularda ifade olmaktadir (Tanotra 2017;
Zhang et al 2015; Das and Roychoudhury 2014; Mhamdi et al 2010).

2.1.1.3. Stiperoksit dismutaz (SOD; EC: 1.15.1.1)

Stiperoksit dimutazlar ROS’lara karsi hiicresel savunma mekanizmalarinda
anahtar bir rol oynamaktadir ve aerobik organizmalarda yaygin olarak bulunan
enzimlerden biridir. Bir hiicre iginde SOD’lar ROS’lara karsi ilk savunma hattini
olusturur. Aktivitesi, iki Haber-Weiss reaksiyon substrati olan O; ve H,0,’nin reaktif
miktarlarini ayarlar ve yiiksek oranda reaktif olan ve membran, protein ve DNA'da ciddi
hasara neden olabilen OH radikal olusumu riskini azaltir (Koyro et al., 2012). Tasimis
oldugu metal kofaktorlerine bagli olarak 4 grupta toplanir: Fe SOD, Mn SOD, Zn SOD
ve Ni SOD. Fe SOD’lar temelde kloroplastta, Mn SOD’lar mitokondri ve
peroksizomlarda ve Cu SOD’lar ise sitozol, kloroplast, peroksizomlar ve apoplastta

bulunmaktadir (Gill and Tuteja 2010; Abreu and Cabelli 2010).

2.1.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC: 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda bulunan bir flavo-
protein oksidorediiktazdir (Romero-Puertas et al. 2006). Askorbat (ASH)—indirgenmis
glutatyon (GSH) dongiisliniin potansiyel bir enzimi olup, GSH’in indirgenmis
durumunu siirdiirerek ROS’lara kars1 savunma sisteminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Cogunlukla kloroplasta bulunmasina karsin mitokondri ve sitozolde de bulunmaktadir.
GR, GSSG'nin disiilfit bagiin NADPH bagimli reaksiyonunu katalize ettigi ve bu
nedenle GSH havuzunu korudugu i¢in biiyiik bir 6neme sahiptir. GR, bitkilerde birgok
metabolik diizenleyici ve antioksidatif siirecte yer alan bir molekiil olan GSHnin

indirgenmesini katalizler (Gill and Tuteja 2010) (Sekil 2.2).

GSSG + NADPH — NADP* + 2GSH

Aslinda, GSSG, GR tarafindan GSH'ye geri doniistiiriilebilen bir disiilfit kopriisii
ile baglanan iki GSH'den olusur. GR, oksidatif strese karsi savunmada yer alirken,

GSH, ASH-GSH dongiisiine katilimi, siilthidril (~SH) grubunun korunmasini ve
8
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GST'ler i¢in bir substrati i¢eren hiicre sistemi iginde 6nemli bir rol oynamaktadir. GR ve
GSH, ¢esitli stres altindaki bir bitkinin toleransinin belirlenmesinde ¢ok onemli bir rol

oynamaktadir (Rao and Reddy, 2008; Rao et al. 2006).

© GR v

NADPH NADP*
Sekil 2.1 Glutatyon rediiktaz ve hiicresel redoks (Gill and Tutajeva, 2010 alinmistir)

2.1.1.5. Monohidroaskorbat rediiktaz (MDHAR; EC: 1.6.5.4) ve Dehidroaskorbat
rediiktaz (DHAR; EC:1.8.5.1)

MDHAR ve DHAR rediiktantlar1t NAD(P)H ve GSH’yi kullanarak askorbatin
redoks dongiisiinden sorumludurlar. MDHAR ve DHAR, askorbat-glutatyon dongiisiine
katilir. MDHAR aktivitesi hafif stres altinda artarken, DHAR aktivitesi herhangi bir
stres seviyesinde artar. MDHAR ve DHAR, askorbik asidin iiretiminden sorumlu
oldugundan, antioksidan savunmada onemli rol oynamaktadir. MDHAR, indirgeyici bir
madde olarak NAD(P)H’yi kullanarak monodehidroaskorbat (MDHA)’dan askorbat
tiretir (Das and Roychoudhury 2014; Hassanuzzaman et al 2011).

MDHA + NADPH — AsA + NADP*

Vaskiiler bitkilerde, MDHAR sitozol, kloroplast, mitokondri ve peroksizomda
bulunur (del Rio et al. 2002; Lunde et al. 2006). DHAR dehidroaskorbati (DHA)
AsA’ya indirgemek i¢in elektron vericisi olarak indirgenmis glutatyonu kullanir

(Eltayeb et al 2007, Das and Roychoudhury 2014).

DHA + 2GSH — AsA + GSSG
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2.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.1.2.1. Askorbat

APX reaksiyonunda bir rediiktant olarak askorbat siiperoksit anyon
radikallerinin dismutasyonuyla olusan H,0,’nin detoksifikasyonuna yardim eder.
Askorbat glutatyonla ve fotoresprasyonla iiretilen ROS tiirlerinin artisin1 énleyen birkag
enzimatik antioksidanla benzer bir fonksiyona sahiptir. Singlet oksijen (*0,) ve
hidroksil radikali (OH) askorbatin yardimiyla detoksifiye olurlar. Bir antioksidanla
birlikte askorbat viyolaksantin de-epoksidaz enziminin kofaktoriidiir. Ayn1 zamanda
abiyotik strese maruz kalan bitkilere disardan uygulanan en yararli biiyiime
diizenleyicilerinden biridir. Askorbik asidin hiicresel diizeyleri karmasik biyolojik
savunma mekanizmalarinin aktivasyonuyla iliskilidir. Genelde vitamin C olarak bilinen
askorbik asit (AsA) hiicreleri oksidatif stresten koruyan suda ¢oziilebilir enzimatik
olmayan bir antioksidandir. Antioksidan roliiniin yaninda ayn1 zamanda farkl rolleri de
vardir. Antioksidan savunma sistemi, foto-koruma, fotosentez ve biiylime diizenleyicisi
gibi pek cok fonksiyona da sahiptir (Blokhina et al 2003; Huang et al 2005; Fatma et al
2009; Tanotra 2017).

2.1.2.2. Prolin

Bitkiler su alimimi kolaylastirmak i¢in tuzluluk ve kurakliga yanitta glisinbetain
(GB) ve prolini (Pro) biriktirirler. Bu sartlar altinda uyumlu ¢oziiciiler vardir. Stres
kosullarinda bu ozmolitler ROS birikiminin artan diizeylerine kars1 hiicreleri korurlar.
Bir ozmolit olan prolin ayn1 zamanda gii¢lii bir antioksidan olarak da kabul edilmektedir
(Tanotra 2017). Stres siiresince prolin koful ve sitozolde birikir (Aubert et al 1999,
McNeil et al 1999). Prolin *0, veya OH*tarafindan neden olunan hasarlara kars1 bitki
hiicrelerini korumaktadir. Bitkilerde, Al-pirrolin-5-karboksilat (P5C) yoluyla L-
glutamik asitten L-Pro’nun sentezi Al-pirrolin-5-karboksilat sintaz (P5CS) ve Al-
pirrolin-5-karboksilat rediiktaz (PSCR) enzimlerinin aktivitesiyle katalizlenir. Diger
taraftan mitokondriyal enzimler Pro dehidrogenaz (oksidaz) (ProDH) ve P5C
dehidrogenaz (P5CDH) L-Pro’yu P5C yoluyla L-Glu’ya metabolize eder (Verbruggen

and Hermans 2008). Serbest Pro’nun osmoprotektan, protein stabilizorii, metal selatorti,
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LPO inhibitérii ve OH ve '0, uzaklastirilmasi onerilmistir (Sekil 2.3). Sorbitol,
mannitol, myo-inositol ve Pro, OH® uzaklastirma kapasitesi i¢in test edilmistir ve
Pro’nun etkin bir OH toplayicist olarak ortaya ¢iktigi bulunmustur. Bu nedenle, Pro
sadece redoks sinyallemede onemli bir molekiil degil, ayn1 zamanda algleri de igeren
tim bitkilerde tuz, metal ve dehidrasyon stres kosullari altinda olusan ROS’larin etkili
bir baskilayicisidir (Smirnoff and Cumbes 1989; Saradhi 1991; Ashraf and Foolad
2007; Trovato et al. 2008; Gill and Tutajeva, 2010) .

Kloroplast Mitokondri Sitozol ve/veya Kloroplast
UREASE
H,0—>P> CO, + 2NH,
X
/ Fumarate /Bac1" w FAD?
Arginine —& JB\acz- Urea — Proline NADP*
2
ASL A NADPH.+H*
=~ P5CR
I
Argininosuccinate 3
o
o AMP4+PP, < Glutamate GSA/P5C GSA/P5C
g E Ketoglutarats
< Aspartate+ATP <
o P5CS1 ADP+P
Carbamoyl- o .
Citrulline Y < P5CS2 NADP
B phosphate S0AT ATP
; v » Glutamate NADPH«+H*
oTc Ornithine Ornithine NAD*
Bac1 NADH+H*

Qginine Biosynthesis

\Bacz’?

Prolin Biyosentezi
-/ ) v
N

Sekil 2.3 Prolin biyosentezi (Anonymous 2019)

2.1.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS/ROT)

Reaktif oksijen tiirleri baslangigta aerobik metabolizmanin {riinleriyle toksik
olarak tanimlanmistir. ROS bitkilerde sinyal molekiilii olarak énemli bir rol oynar. ROS
sinyalleme biiylime, gelisme ve 6zellikle biyotik ve abiyotik stres etmenlerine yanit gibi
pek cok islevi diizenler. ROS iiyeleri H,0, ve 0, gibi radikal olmayanlar ve 05~ ve
OH* gibi serbest radikallerdir. Siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, gayakol
peroksidaz, glutatyon-S—transferaz, katalazdan olusan enzimatik bilesenler ve askorbik
asit, indirgenmis glutatyon, alfa-tokoferol, karotinoidler, fenolikler, flavonoidler ve
prolinden olusan enzimatik olmayan bilesenler ¢evresel stresler altinda bitkilerdeki
redoks homeostaziyi siirdiirmeye yardim eden antioksidan mekanizmasinin iki kolu
olabilirler (Tanotra 2017) (Sekil 2.4). ROS kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi
farkli hiicre bilesenlerinde aerobik metabolizmayla siirekli iiretilir. Son donemlerde
apoplastta da tretildigi bildirilmektedir (Jubany-Mari et al 2009, Roychoudhury et al
2012).
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Siiperoksit Peroksit
_ radikali _ iyonu
1 3 e - e 2-
0, « o, » 0, = O,
Singlet oksijen  Dioksijen
H*l 2H+l
2+
. .
HO, H,0, =—————> OH

. . Fenton reaksiyonu
Perhidroksil Hidrojen

radikali peroksit

Sekil 2.4 Enerji aktarimiyla ROS iretimi (Gill and Tutajeva, 2010 degistirilerek
alinmustir)

ROS molekiilleri ¢esitli antioksidatif savunma mekanizmalar1 tarafindan
uzaklastirilir (Foyer et al. 2005). ROS’larin iiretimi ve atilmasi arasindaki denge,
tuzluluk, UV radyasyonu, kuraklik, agir metaller, asir1 sicakliklar, besin eksikligi, hava
kirliligi, herbisitler ve patojen ataklari gibi c¢esitli biyotik ve abiyotik stres faktorleri
tarafindan bozulabilir (Sekil 2.5). Dengedeki bu bozukluklar hiicre yapilarina 6nemli
hasara neden olabilen ROS’un hiicre i¢i seviyelerinde ani artiglara yol agar ve bitki

dokularinda tiiketilen oksijenin %1-2’sinin ROS drettigi tahmin edilmektedir

[

Denge
AOX = ROS @

Oksidatif stres
(Agir1 ROS)

Antioksidanlar

Oksidanlar

(Bhattacharjee 2005).

Sekil 2.5 Antioksidanlar ve ROS arasindaki denge (Gill and Tutajeva, 2010
degistirilerek alinmistir)

Cesitli reaksiyonlarla, 05~, H,0,, OH* ve diger ROS olusumuna yol acar. 05,
H,0,, '0,, HO5~, OH*, ROOH, ROO* ve RO"® iceren ROS, yiiksek oranda reaktif ve
toksiktir. DNA, karbonhidratlar, lipitler ve proteinlerin hasarlarma neden olarak

hiicrenin 6liimiiyle sonuglanir (Sekil 2.6).
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ava kirleticileri, agir
metaller,
r

é Hiicre é

olimi

Sekil 2.6 Abiyotik streslerle ROS’larin iiretimi ve hiicre 6limii (Gill and Tutajeva 2010
alinmustir)

Cesitli gevresel streslerin bir sonucu olarak ROS birikimi, diinya g¢apinda
tarimsal {retimdeki azalmanin baslica nedenidir (Gill and Tutajeva, 2010.) ROS,
niikleik asit hasarlari, proteinlerin oksitlenmesi ve lipit peroksidasyonu (LPO) gibi pek
¢ok hiicre fonksiyonunu etkilemektedir. ROS'larin zarar verici, koruyucu veya
sinyalleme faktorleri olarak hareket edip etmeyeceginin, ROS firetimi ile dogru yer ve
zamanda uzaklastirilmasi arasindaki hassas dengeye bagli olduguna dikkat etmek
onemlidir (Gratdo et al. 2005).

2.1.3.1. H,0, (Hidrojen Peroksit)
05~ ’nin univalent indirgenmesiyle hidrojen peroksiti (H,0,) tiretir. 05~, OH® ve
10, gibi diger ROS’lar ¢ok daha kisa yarilanma Omriine (2-4 ps) sahipken, orta

derecede reaktif bir ROS olan hidrojen peroksit nispeten uzun bir yarilanma omriine (1
ms) sahiptir (Gill and Tutajeva 2010).

205" + 2H* - H,0, + 0,

13
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H,0,’nin dismutasyonu diisiik pH sartlarinda enzimatik olmayan sekilde veya SOD’la
enzimatik olarak meydana gelir (Das and Roychoudhury 2014). Bitkilerdeki H,0, iki
sekilde  davranir:  diisiik  konsantrasyonlarda  bitkiye  yarayish,  yiiksek
konsantrasyonlarda ise bitkiye hasar verir. ROS’lar diisiik hiicre i¢i konsantrasyonlarda
yaslanma, fotorespirasyon, fotosentez, stoma hareketleri, hiicre dongiisii, biiylime ve
gelisme gibi zorunlu fizyolojik siirecler icin diizenleyici bir sinyal olarak davranir

(Tanotra 2017).

2.1.3.2. Siiperoksit anyon radikali (05")

O,’nin  kismi indirgenmesinden dolayi, bu ROS kloroplastta siirekli
tiretilmektedir. Stiperoksit radikali (05~) temel olarak tilakoidlerde PSI (Fotosistem
I)’de siklik olmayan elektron tasima sistemi (ETS) siiresince olusturulur. Normalde
sitokrom ¢ oksidaz O, ile etkilesime girdiginde, H,0, firetilir. Genelde olusturulacak
olan ilk ROS’tur. Siiperoksit radikali (05~) ROS ailesinin diger iiyelerini iiretmeden

sorumludur.

05~ + Fe3* - 10, + Fe?*
205" + 2H' - H,0, + Fe3*
Fe?* + H,0, + Fe3* — Fe3* + OH'™ + OH"
(Fenton Reaksiyonu)

057, kisa bir yarilanma Omriine (2 — 4 us) sahip oldugundan asir1 bir hasara neden
olmaz. Kendini daha reaktif ve toksik olan OH* ve '0,’ye déniistiirerek membran lipit

peroksidasyonuna neden olur (Puntarulo et al. 1988).

2.1.3.3. Hidroksil Radikali (OH®)

Hidroksil Radikali (OH®) bilinen en reaktif ve toksik ROS’tur. H,0, ve 05~
arasinda Fenton reaksiyonuyla notr pH’da iiretilen hidroksil radikali Fe (Fe?* ve Fe3t)

gibi gegis metalleriyle katalizlenen hidroksil radikalinin iiretiminden sorumludur.

H,0, + 05~ - OH™ + 0, + OH"

14
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Lipid peroksidasyonu (LPO), protein hasari ve membran pargalanmasiyla farkli hiicresel
bilesenlere hasardan da sorumludur. Bu toksik radikal asir1 miktarda birikirse bu toksik
radikali uzaklastirabilecek her hangi bir enzimatik sistemin olmamasindan dolay1 hiicre

6liimiine neden olabilir (Vranova et al. 2002; Pinto et al 2003).

2.2. DNA Hasan

Bitki genomu ¢ok kararli olmasina ragmen, DNA’ya hasar verebilen biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine maruz kalmasindan dolayt DNA’s1 hasar gorebilir ve bu
nedenle genotoksik stres meydana gelir (Tuteja et al. 2009). DNA’da endojen olarak
gelisen hasar, reaktif metabolitler (OH*, 05~ ve NO®) tarafindan iiretilen “spontan DNA
hasar1” olarak bilinir. Yiiksek ROS seviyeleri hiicre yapilarina, niikleik asitlere, lipidlere
ve proteinlere zarar verebilir. OH® en ¢ok reaktif ve DNA molekiiliiniin tim
bilesenlerinde hasara neden oldugu, hem piirin hem de pirimidin bazlarina ve ayrica
deoksiriboz omurgasina zarar verdigi bildirilmistir, 0, temelde guanine saldirir ve
H,0, ve 03 reaksiyona girmez (Gill and Tutajeva 2010). ROS, alkilasyon ve
oksidasyon gibi baz delesyonu, pirimidin dimerleri, ¢apraz baglar, zincir kiriklar1 ve baz
modifikasyonunu iceren DNA’da dahil olmak iizere neredeyse tiim hiicresel
makromolekiillere zarar verme yetenegine sahiptir. DNA hasari, protein sentezi, hiicre
zar1 tahribati ve fotosentetik proteinlere zarar verme gibi ¢esitli fizyolojik etkilerle
sonuglanir, bu da tiim organizmanin biiyiimesini ve gelismesini etkiler. DNA hasari,
tim organizmanin biiyiime ve gelismesini etkileyen fotosentetik proteinlerde hasar,
indirgenmis protein sentezi ve hiicre membran yikimi gibi ¢esitli fizyolojik etkilerle
sonuglanir. DNA hasari, transkripsiyonun ya baslatilmasi ya da durdurulmasi, sinyal
aktarim yolaklariin indiiksiyonu, replikasyon hatalari, hiicre membrani yikimi ve
genomik instabilite ile sonuglanabilir (Britt 1999; Cooke et al. 2003). UV-B’ye maruz
kalmanin neden oldugu dnemli bir tip DNA hasari, pirimidinler arasindaki dimerlerin
olusumudur. Yani UV foto {iriinleri temelde siklobiitan pirimidin dimerleri (CPD’ler) ve

6-4PPs dimerlerinden olusur (Gill and Tutajeva 2010).
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2.3. Malondialdehit (MDA)

Stres kosullart altinda, bitkide iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS), membran
lipid peroksidasyonunda bir artisa, zar yapisi ve fonksiyonuna zarar vererek plazma
membraninda degisikliklere neden olur. Malondialdehit (MDA), giiglii sitotoksisiteye
sahip membran lipid peroksidasyon iiriinlerinden biridir ve MDA igerigi, membran lipit
peroksidasyon seviyesini ve plazma membrani hasarini yansitmaktadir. MDA igerigini
belirlemek i¢in tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemi kullanilmaktadir (Kong ve ark., 2016;
Avyala ve ark., 2014).

2.4. Alkali Topraklar

Alkali tuzlar (NaHCO5 ve Na, CO3 ) ve notral tuzlar (NaCl ve Na,S0,) tarimsal
tiretimde kullanilan ve nispeten tuza ve alkalilie hassas olan bitkilerin biiylime,
fizyoloji ve metabolizmalarmi etkileyen stresin iki ayri tipidir (Lunde et al. 2007).
Yapilan ¢alismalarin ¢ogunlugu tuzluluk {izerine olup, alkali stresi bitkilerde tuz
stresinin olusturdugu etkiden daha fazla tahrip edicidir. Ancak bitkilerin bu strese karsi

yanit mekanizmasi hala bilinmemektedir (Hu et al. 2015).

Biiylime ve gelisme donemlerinde bitkiler toprakta tuz stresine maruz
kaldiklarinda sadece dehidrasyon, iyon toksisitesi ve oksidatif stresleri igeren birbirine
bagimli kisitlamalarla degil, ayni zamanda metabolik diizensizlikler ve besin
dengesizligi ile de karsi karsiya kalmaktadir (Guo et al. 2009; Hu et al. 2015). Diger
taraftan bitkiler alkali stresine maruz kaldiklarinda ise ozmotik ve iyon stresine ek
olarak yiiksek pH stresiyle de karsilasirlar. Bitki koklerini ¢evreleyen yiiksek pH
siddetli olarak toprak yapisim1 etkiler, iyon alimmi engeller, hiicreler arasi iyon
dengesini bozarak fotosentez ve biiyiimeyi de engellemektedir (Shi and Yin 1993; Yang
et al. 2007) (Sekil 2.7).
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Toprak pH'si
Alkalin
/ topraklar
Sodik -
(ESP; SAR > 15) Kalkersiz Kalkerli
Yiksek Na/Ca (PH>7) (pH > 7.5)
Degersiz toprak (Adaptasyon: Kirecli
yapisi topraklara) Eksiklik;
zayif havalanma| Fe, P, Zn
Asir HCO5™
l Besin dengesizligi
(Ca, Mg K)
SO% yiksek (pH HCOj3 yiksek (pH >
7.5-8.5) 8.2) Eksiklik; Fe, P,
Toksitite: Na*, (B) Zn Besin
Besin dengesizligi; dengesizligi;
Rekabetli alim Rekabetli alim

Sekil 2.7 Optimum pH’ya sahip olmayan topraklara bitki yanitlar1 (Lduchli and Grattan,
2012’den degistirilerek alinmistir)

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Tuzluluk Laboratuvart 1954 yilinda
topraklar1 tuzluluk iceriklerine goére smiflandirmistir (Deliboran ve Savran, 2015).
Laboratuvar smiflandirmada pH, EC (elektriksel iletkenlik), ESP (Degisebilir Sodyum
Yiizdesi) (denklem 2.1) ve SAR (Sodyum Adsorpsiyon Orani) (denklem 2.2) gibi
parametreleri kullanmistir. Yapilan simiflandirmaya gore topraklar ti¢ gruba ayrilmistir:
Tuzlu, tuzlu-alkali ve tuzsuz alkali topraklar. Bu siniflandirmaya gore toprak tuzlulugu
ve alkaliligi lizerinde pH, EC, ESP ve SAR degerlerinin 6nemli parametreler oldugu
bildirilmistir (Budak 2012; Deliboran ve Savran 2015). Bu degerlerle ilgili gostergeler
Cizelge 2.1°de verilmistir. Na*, Ca?* ve Mg?* oranlar1 ESP degerinin hesaplanmasinda

kullanilmaktadir.

SAR = —D&__ 2.1)

(Ca2++Mg2+)
\J 2

100 (-0.0126+0.0145SAR)

ESP =
1+(—0.0126+0.0145SAR)

(2.2)
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Cizelge 2.1 Tuzlu-alkali topraklarin siniflandirilmasi (Deliboran ve Savran 2015)

Simif pH EC (dS/m) | ESP (%) | SAR | Topragm Fiziksel Ozellikleri
Tuzsuz | <8,5 <4 <15 <13 Iyi

Tuzlu <8,5 >4 <15 <13 Iyi

Tuzlu- <8,5 >4 >15 >13 Iyi

Alkali

Sodik >8,5 <4 >15 >13 Koti

Yapilan literatiir calismalarinda genellikle tuzluluk ve alkalilik/sodiklik birlikte
degerlendirildiginden bu kisimda tuzlu-alkali kosullarla ilgili literatiir taramalarina da

yer verilmistir.

Zhao et al (2013) yaptiklar calismalarinda sorgum bitkisinin tohum ¢imlenme
ve fide doneminde tuzlu-alkali stresinin etkileri biyokimyasal olarak arastirilmigtir. Bu
calismada NaCl ve Na,SO, nétral tuzlari ile bir alkali tuz (NaHCO3) kullanilmustir.
Calismanin sonuglarinda Na konsantrasyonunun sorgum bitkisinin hayatta kalisi, fide
bliylimesi ve tohum c¢imlenmesi ilizerine 6nemli bir etkisi oldugunu gdstermistir.
Bununla birlikte artan Na konsantrasyonlar1 ¢imlenme oraninda bir azalisa sebep
olmustur. Ayrica diisiik Na tuzu konsantrasyonlart altinda, pH’nin artigindaki farkin
istatistiki olarak 6nemli olmamasina ragmen ortalama ¢imlenme zamani, ¢imlenme
orani ve hayatta kalis yiizdesinde bir azalisa yol agmistir. Artan tuz miktaria (200 mM)
baglh olarak pH’daki artis ortalama ¢imlenme zamaninin engellenmesine yol agmuistir.
Ayrica diisik tuz konsantrasyonlarinda alkali in etkisi zayif olurken, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda ise daha giicli bir etki gOstermistir. Tuz-alkali stresi
yogunlagtiginda MDA gibi lipit oksidasyon iiriinleri sorgum fidelerinde artmustir.
Sorgum fideleri 100 mM nétral tuzda yetistirildiginde, SOD, gayakol peroksidaz (POD)
ve katalaz gibi antioksidan enzim aktivitesi notral Na tuz stresine maruz kalmis sorgum
fidelerindeki toleransin belli bir derecesini gosteren kontrol grubuyla karsilastirildiginda
yapraklarda artis olmustur. Benzer tuz konsantrasyonlari altinda yiliksek pH, antioksidan

enzim aktivitesinde dnemli bir azaligsa yol agmustir.

Angm (2010) yaptig1 ¢alismada tuzlu-sodik ve sodik topraklarin islahinda bir

secenek olarak degerlendirilebilecek olan yesil 1slah yonteminin etkinligini ortaya
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koyup ve mekanizmasint incelemistir. Yesil 1slah sistemin basarisinin bitkinin
kokiindeki CO2 miktarinin yapmis oldugu kismi basincinin artirilmasi ile birlikte
secilecek bitki tiiriine bagli oldugunu belirtmistir. Bu sistem araciligiyla bitkinin
kokiinden daha fazla miktarda tuz ve sodyum uzaklastirilabilecegi kanisina varmistir.
Bununla birlikte, tamponlama yetenegi sayesinde 1slahtan sonra topragin yiizeyinden
toprak ¢Ozeltisine Na® gecisi gozlenebilir, bu da topragin pH’sinda artisa neden

olmaktadir.

Hari Prasath and Sudarshan (2014) yaptiklar1 c¢alismalarinda farkli agag
tirlerinin tohum ¢imlenmesi iizerine toprak sodikliliginin etkisini arastirmiglardir.
Yapilan bu ¢alismada 13 farkli agag ve farkli pH dereceleri kullanilmistir. Arastirmanin
sonuclarina goére 4 agac tlriiniin farkli pH diizeylerine karsi c¢imlenebilme
kabiliyetlerinden dolayr daha dayanikli oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda 7 tiir ise
pH: 9 ve 9,5 diizeylerinde sodiklige kars: orta diizeyde toleranshi cikmustir. Iki tiir ise

pH: 9,5 ve 10°da en az toleransli oldugu belirlenmistir.

Ma et al. (2015) yaptiklar1 calismalarinda Leymus chinensis tohumlarinin
¢imlenmesi {izerine alkali toprak etkisinin degerlendirmesinde yiiksek pH’nin bir
belirteg olarak kullanilip kullanilmayacagini arastirmiglardir. Bu ¢alismada 10-100 mM
NaCl, Na,S0O,, Na, CO; ve NaHCO; konsantrasyonlarinda farkli tuzlar kullanilmistir.
Sonug olarak alkali ¢imlendirme ortaminda (pH 10,04 — 10,35), yiiksek ¢imlenme
sadece diisik EC degerinde elde edilmistir. Ayrica tohum g¢imlenmesi iizerine alkali
topraklarin etkisinin giivenilir bir indikatorii olarak pH’nin kullanilmayacag:
bildirilmigtir. Alkali topragin yiiksek pH’st negatif etkiye sahip olmayip, tuz
kompozisyonu ve konsantrasyonu ozellikle CO3% ve HCO3’iin temel engelleyiciler

oldugu rapor edilmistir.

Zhang and Mu (2009) Lathyrus quinquenervius tuz ve alkali stresinin ¢imlenme,
biiylime, fotosentez, iyon dengesi ve antioksidan sistem {izerine etkilerinin arastirildigi
bu ¢alismada 9:1 molar oraninda NaHCO5 : Na, CO5 ve pH 8.71-8.89’unda alkali stres
uygulanmistir. Diigiik stres yogunlugunda tuz ve alkali stresinin etkisinin ayni oldugu
bildirilmistir. Tuz stresi alkali stres ile Kkarsilagtirildiginda ¢imlenme, biiylime,

fotosentez ve kok sistem aktivitesi agik olarak engellenmistir. Bunun yaninda MDA ve
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H,0, iceriginin artmasina ve siirgiinlerde Na ve iyon dengesinin bozulmasina neden
olmustur. Ayrica giiglii alkali stresi SOD ve APX aktivitelerini nemli derecede artirmig
ve CAT aktivitesini ise azaltmigtir. SOD ve APX aktivitelerinin artmasi alkali stresinin
neden oldugu oksidatif strese L. quinquenervius dayaniminda 6nemli bir mekanizma
olabilecegi bildirilmistir. Ayrica 8 haftalik siireyle yetistirilen L. quinquenervius fideleri
10 giinliik alkali stresine maruz kaldiktan sonra siirgiinlerden alinan 6rneklerde artan
alkali oranina bagli olarak Ca, Fe ve Na miktarlarinda artis gozlemlenirken, K ve Mg
elementlerinde azaliglar tespit edilmistir. Na/K orani ise LSD testine gore Onemli

bulunmustur.

Gao et al. (2014) tarafindan yulaf fidelerindeki biiylime ve fizyolojik degisimler
tizerine tuz ve alkali streslerinin etkilerinin arastirildigi ¢alismada iki nétral tuz (NaCl ve
Na,S0,) ve alkali tuzlar1 (NaHCO5 ve Na, CO3 ) kullanilmigtir. Caligmanin sonuglarina
gore alkali stres altinda hiicre membran gegirgenligi artarken, biyokiitle, su ve klorofil
igerigi azalmistir. Ayrica alkali stresi kok dokusunda pH degerini artirmigtir. Na, Na/K,
ve SO 2 bilesenleri daha fazla artarken, K, NO3 ve H,PO; alkali stres altinda azalmustir.
Ayni zamanda Ca miktarinda dalgalanmalar tespit edilmistir. Cl bileseni ise ¢ok az
degismistir. Alkali stresi kok dokusunda pH stabilitesini bozmus olup, yulaf fidelerinde

biiyiime ve fizyolojik degisimler lizerine daha zararl etkilere neden olmustur.

Zhang et al. (2016) yaptiklar1 ¢alismalarinda 17 farkli anag elma genotipinin
alkali sartlara kasi tolerans diizeylerini karsilastirmiglardir. Yapilan ¢alismada 17 anag
elma genotipini hidroponik ortamda 1:1 oraninda Na, CO; ve NaHCO; ile test
etmiglerdir. Bu bitkiler 15 giin boyunca alkali stresine maruz birakilmig ve kontrol ve
stresli bitkiler karsilastinlmistir. Yapilan ¢alismada kontrol bitkilerine gore stresli
bitkilerde daha kisa kokler ve siirgiinler, daha az kuru ve yas agirlik elde edilmistir.
Tim stresli bitkilerde klorofil diizeyi diiserken, MDA konsantrasyonu artmistir. Kok
aktivitesindeki degisimler, POD, SOD ve CAT’m aktivitesi genotipe bagl olup alkali
kosullara toleranslar1 bu enzim aktivitelerindeki farkliliklar1 yansitmaktadir. Calisma

sonucunda alkali kosullara dayanikli ve hassas genotipler tespit edilmistir.

Bai et al. (2013) tarafindan yulafin ¢oziilebilir seker, antioksidan enzim ve verim

tizerine alkali stresinin etkisi konulu ¢alismalarinda alkali kosullara dayanikli Vao-9 ve
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hassas Baiyan 5 genotiplerini kullanmiglardir. Bu iki genotipin sapa kalkma,
basaklanma ve tane dolumu gibi farkli biiyiime donemlerinde 25, 50, 75 ve 100 mmol/L
konsantrasyonlarinda alkali stresi 2 giin siireyle uygulanmistir. Calismanin sonuglarina
gore dayanikli olan Vao-9 genotipinde MDA igerigi Baiyan 5 genotipine gore her ii¢
bliylime doneminde de daha az ¢ikmistir. Bunun yaninda SOD ve POD antioksidan
enzim aktiviteleri de MDA da verildigi gibi her iic donemde de azalmistir. Yiiksek ROS
uzaklastirma kapasitesi yulaf bitkisinde alkali strese yanit mekanizmasinda énemli rol

oynayabilecegi bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkinin Yetistirilmesi

3.1.1. Bitki Materyalinin Temini

Bu calismada bitki materyali olarak Tir, Cetinel-2000 ve Aydin-98 ekmeklik
bugday genotipleri Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimiinden

temin edilerek kullanilmistir.

3.1.2. Bitki Materyalinin Cimlendirilmesi

Ekmeklik bugday genotipleri her bir petri kabina 25 adet tohum gelecek sekilde
3 tekerriirlii olarak ekilmistir. Bitkiler iklimlendirme kabininde 4 giin karanlikta daha
sonra 16/8 saat giindiiz/gece olacak sekilde 10 giin biiyiitiildiikten sonra hidroponik

ortama transfer edilerek 5 giin daha biiyiimeleri i¢in bekletilmistir.

3.1.3. Stres Ajaninin (NaHCO3) Hazirlanmast

86 gram NaHCO; 1 litre suda ¢ozdiiriilerek pH:8,5 olacak sekilde NaOH ile 1M
cozelti olacak sekilde hazirlanmistir. Ayrica hazirlanan c¢ozeltinin EC  (Elektrik

lletkenligi) EC metre ile dl¢iilmiistiir.

3.1.4. Hoagland Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cozeltinin hazirlanmasi i¢in makroelement ve mikroelementler suda ¢ozerek
sirastyla karistirilmistir. Karigim igin ilk etapta dort makroelementin her biri 1 L suda

¢oziindiikten sonra tamami 5 L distile suda karisimi saglanmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Hoagland ¢6zeltisinin element igerikleri ve miktarlari

Makroelementler g/L
KNOs3 1,020 g
Ca(NOs3)2 [4H20] 0,492 g
NH4H>PO4 0,230 g
MgSQO4 7H20 0,490 g
Mikroelementler mg/L
H3BO4 2,860
H>Mo0O4 H20 0,090
MnCl3 4H.0 1,810
CuSO4 H20 0,080
ZnS04 7H20 0,220

Makroelementler verildigi ¢izelgede verildigi sira ile karistirilmastir.
Mikroelementler de benzer sekilde ¢izelgede verilen oranlarda alinarak once 1 L’lik
beherde ¢ozdiiriiliip daha sonra 10 L’lik ayr1 bir kapa alinmistir. Cimlendirilen bitki
materyali kii¢iik saksilara konulmustur. Uygun yetistirme ortami elde edebilmek igin
her iki giinde bir 0,6 mL olacak sekilde FeSO4.7H>0 (0,5 g) (50 ml’lik polietilen
tiiplere % 0,5’lik) ve Tartarik asit (0,4 g) (% 0,4°liik) hazirlanarak saksilara eklenmistir
(Oncel ve Keles., 2002).

3.1.5. Stres Ajaninin S1vi Ortama Uygulanmasi

Bitkiler istenilen biiyiikliige ulastiktan sonra (fide doneminde) sivi ortama stres
ajan1 eklenmistir. Bunun igin ¢alisma Kontrol (0 mM), 10 mM, 50 mM ve 100 mM
olacak sekilde planlanmis ve uygulamalar buna gore yapilmistir. Sivi ortamin pH’s1
8,5’e NaOH kullanilarak ayarlanmis ve ¢6zeltinin EC (Elektrik iletkenligi) EC metre ile
olgtilmiistiir (Cizelge 3.3). Bitkiler belirtilen konsantrasyonlarda 48 saat siireyle strese
maruz birakilmistir. Uygulama sonunda bitkilerden DNA izolasyonu, antioksidan enzim

aktivitesi, MDA ve element analizleri igin 6rnekler alinmustir.
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Cizelge 3.2 Hoagland ¢ozeltisinin deneme Oncesi ve sonrasi Olgiilen pH, EC ve Na
degerleri

NaHCO, Deneme Oncesi Deneme Sonrasi
Dozlar1 (mM) pH EC (mmhos/cm) Na(mg/L) pH EC (mmhos/cm) Na(mg/L)

8,5 3,01 144,53 7,55 3,76 222,34

10 8,5 3,01 142,36 7,57 3,75 221,45
8,5 3,03 145,28 7,53 3,78 222,98
8,5 5,85 121536 8,18 6,39 1120,10

50 8,5 5,83 121653 8,19 6,41 1121,45
8,5 5,80 1212,34 8,18 6,38 1122,30
8,5 10,31 211530 8,32 8,04 1980,45

100 8,5 10,30 2118,69 8,33 8,06 1978,63
8,5 10,32 211047 8,32 8,05 1981,52

3.2. Bitki Analizleri

3.2.1. Bitkide element analizi

Mertens (2005a, 2005b)’de belirtildigi gibi bitkideki element analizleri
gerceklestirilmistir. Kisaca bitki 6rneklerinin P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Cu, Mn, Zn, B, Cl,
Cd, Pb ve Ni igerikleri nitrik asit-perklorik (4:1) asit ile yakildiktan sonra ICP OES
spektofotometresinde (Inductively Couple Plasma spectrophotometer) (Perkin-Elmer,
Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT 06484-4794, USA) okunarak tespit edilmistir.

3.2.2. Degisebilir Na orani

Calismada kullanilan ortammn SAR ve ESP degerleri stres ajanini
uygulanmasindan 6nce ve sonra olmak tizere 2 defa dl¢iilmiistiir. Suda ¢oziinmiis Na,
Ca ve Mg konsantrasyonlar1 (me/L) belirlenerek énce SAR degeri ve sonrasinda da

SAR-ESP esitligi kullanilarak ESP degeri belirlenmistir.

24



3. MATERYAL ve YONTEM

Cizelge 3.3 Hoagland ¢6zeltisinin deneme 6ncesi ve sonrast SAR ve ESP degerleri

NaHCO; Deneme Oncesi Deneme Sonrasi
Dozlarn (mM) SAR (me/L) ESP SAR (me/L) ESP
3,65 4,08 2,79 2,82
10 3,64 4,06 2,76 2,76
3,73 4,18 2,81 2,84
19,76 27,67 18,72 26,14
50 19,37 27,09 18,50 25,81
19,44 27,19 18,33 25,57
33,98 48,48 31,43 44,75
100 33,80 48,22 31,27 44,53
33,57 47,90 30,79 43,83

3.2.3. Bitkilerde biyokimyasal analizler

Katalaz ve siliperoksit dimutaz gibi antioksidan enzimler Yang et al. (2008)
tarafindan belirtilen ve yaygin olarak kullanilan yontem ile izole edilmistir. Kok ve
govde Orneklerini igeren yaklagik olarak 0,5 g taze doku 1 mM EDTA, %2 PVP, %0,05
Triton X-100 igeren soguk 50 mM potasyum fosfat (pH 7) tampon ¢6zeltisinden 1,5 mL
eklenerek homojen hale getirilerek +4°C’de, 15000xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant enzim dl¢limleri i¢in kullanilmistir.

3.2.4. Hidrojen Peroksit (H,0,)

H,0, igerigi Velikova et al. (2000) tarafindan verilen metot kullanilarak
belirlenmistir. Kisaca kontrol ve 48 saat siireyle alkali stresi uygulanmis bitki 6rnekleri
5 mL TCA (%0,1 w/v) kullanilarak izole edilmistir. Elde edilen homojenat 15 dakika
siireyle 12000 rpm’de santrifiij edilmistir. Her bir 6rnekten alinan 0,5 mL siipernatanta
0,5 mL (10 mM PO3 buffer pH:7) ve 1 mL (1 M potasyum iyodit) eklenmistir. Elde

edilen karigtmin 390 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iilmiistiir.
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3.2.3.1. Katalaz (CAT - EC: 1.11.1.6) aktivitesinin belirlenmesi

Yang et al (2008)’e gore 50 mM potasyum fosfat tmapon ¢ozeltisi, 25 mM H,0,
ve 50 pl enzim ekstrakti iceren 2,5 mL’lik reaksiyon hacmi elde edilmistir.
Spektrofotometre kiivetinde 25 °C’de 15 s araliklarla 240 nm dalga boyunda 2,5 dakika
absorbanstaki degisim ol¢iilerek kaydedilmistir. Katalaz aktivitesi her dakikadaki H,0,
nin pmol’iindeki degisim 0,0394 mM™* cm?® H,0,’nin molar tiikenme Kkatsayisi
kullanilarak hesaplandi. Absorbans1 25 °C’de, 1 dakika i¢inde 1 pM azaltan enzim
miktar1 1 enzim iinitesi olarak kabul edilmis olup g yaprak basina diisen enzim {initesi

(EU/g yaprak) olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.2. Peroksidaz (POD; EC: 1.11.1.7) aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz aktivitesi Castillo et al. (1984) tarafindan belirtilen metoda gore
yapilmistir. 10 mM gayakol, 50 mM H,0,, 50 mM fosfat tamponu (pH 6) ve 50 ul
enzim ekstrakti igeren karsimdan 3 mL kullanilmistir. Absorbans 470 nm dalga
boyunda 5 dakika boyunca izlenmis ve absorbans artisi 1 dakika araliklarla
kaydedilerek 25 °C’de 1 dakikada, absorbansi 0.01 artiran enzim miktar1 1 enzim {initesi
olup sonuglar g yaprak basma diisen enzim iinitesi (EU/g yaprak) cinsinden

hesaplanmuistir.

3.2.3.3. Siiperoksid dismutaz (SOD; EC: 1.15.1.1) aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesi nitroblue tetrazolyum (NBT)’nin fotokimyasal indirgenmesinin
engellenmesinin Becana et al. (1986) tarafindan belirtildigi gibi 6l¢iilmesidir. 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 50 mM methiyonin, 75 uM nitroblue tetrazolyum,
20 uM riboflavin, 0,1 mM EDTA ve 0,1 mL enzim ekstraktim1 iceren 3 mL’lik
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi 15 dakika 120 pmol m? s’
altinda gergeklestirilmistir. Enzim igermeyen kor ve kontrol ayni yolu 1siksiz almustir.
SOD’un bir iinitesi 560 nm dalga boyunda izlenerek NBT’ nin indirgenmesinin %50

engellenmesine neden olan enzimin miktar: 1 enzim {nitesi olup, degerler EU/g yaprak

olarak degerlendirilmistir.
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3.2.3.4. MDA Analizleri

Lipid peroksidasyonu malondialdehit ile 6lgiilmektedir. Doymamis yag asidi
peroksidasyonunun bir iiriinii olan malondialdehit konsantrasyonu Hodges (1999)’e
gore degerlendirilmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak 5 mL %?5’lik trikloroasetik asit
kullanilmistir. Homojenat 15 dakika 5000g’de santrifiij edilmistir. Siipernatanttan 2 ml
alarak 2 ml %0,5 (w/v) thiyobarbitiirik asit ile karigtirllmistir. Karigim 95 C’de 30
dakika kaynatilmistir. 15 dakika 5000g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi hizli
sogutulmustur. Absorbans 450, 532 ve 600 nm dalga boylarinda 6l¢tilmiistiir.

MDA konsantrasyonlari;
MDA (umol mL™?) = 6.45 x (Asz2 - Agoo) - 0.56 X Aaso

3.3. Molekiiler Analiz

3.3.1. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu Murray ve Thompson (1980) metodunda degisikliklerle
yapilmigtir. DNA  konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometre  kullanilarak
olgiilmiigtiir. Olgiimden sonra PCR icin konsantrasyonlar 10 ng/ul’ye gore

seyreltilmistir.

3.3.2. PCR Analizi

Her PCR karigimi 200 pl’lik steril PCR tiipii i¢cinde yapilmistir. PCR karisimi ve
PCR sartlar1 agagida verildigi gibi hazirlanmistir. PCR reaksiyonlar1 thermal cycler ile

yapilmustir. Calismada kullanilan primerler ve dizileri Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan ISSR primerlerina ait dizileri ve baglanma sicakliklari

Primer Ad1 Primer dizisi 5’ 3° Tm

UBC 809 AGAGAGAGAGAGAGAGC 52°C
UBC 811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 52°C
UBC 812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 50°C
UBC 825 ACACACACACACACACT 50°C
UBC 826 ACACACACACACACACC 52°C

PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Kalip DNA (10ng/ puL) : 3.0 uL
ISSR Primeri (10 uM/ puL) 1.0 uL
dNTP (10 mM/ pL) : 1.0 pL
10X PCR Buffer : 2.0 uL
MgCl. (25 mM) : 1.5 ul
Taqg Polimeraz ’ 0.6 uL
ddH20 : 10.9 uL
TOPLAM : 20 uL
PCR Sartlar:

Sicaklik (°C) Siire Dongii
95 5 dk. 1

94 30 sn.

54.7 30 sn. 35

72 1 dk.

72 10 dk. 1

4 e

3.3.3. Elektroforez Islemi

PCR calismasindan elde edilen iiriinler 0,1 ng L™ EtBr igeren %1,8’lik agaroz
jelde 110 voltta 90 dakika yiiriitiilerek elektroforez yapilmistir. Jel goriintiilemesi

yapildiktan sonra jel goriintiileme cihazi ile bilgisayar kayitlar1 alinmistir.
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3.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma tam sansa bagli deneme planina gore 3 (genotip)*3 (NaHCO3 dozu)
faktoriyel diizende 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis ve ¢ift yonlii varyans analizine tabi
tutulmustur. Arastirmada incelenen karakterlerdeki Ortalamalar arasindaki farkliliklar
Fisher’s LSD testine gore %5 onem seviyesinde karsilastirilmistir. Istatistik analizlerde
SAS v9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) kullanilmis olup, grafikler ise Graphpad

programi ile ¢izilmistir.

Genomik kalip stabilitesi (GKS) oranlari, 0 mM kontrol dozuna ait 6rneklerin
ISSR primerlerinin olusturdugu bant profilleri kullanilarak uygulama dozlarina ait bant
profillerinin karsilastirilmasi ile elde edilmistir. Kontrol grubuna gore yeni olusan veya
kaybolan bantlar polimorfik bantlar olarak degerlendirilmis olup bu islem her primer
icin ayr1 bir sekilde belirlenmistir. GKS oranlar1 asagidaki formiile gore hesap

edilmistir.

GKs = (1 - %)x 100

Formiildeki degerler a: her ornekteki ortalama polimorfik bant sayisi, n: kontroldeki

bant sayisi olarak kullanilmistir. Bu analiz i¢in TotalLab TL120 programi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

NaHCO; kullanilarak Na elementinin 3 farkli dozunun 3 farkli ekmeklik bugday
genotipinin kok ve gdvde dokularindaki biyokimyasal, element icerigi ve molekiiler

etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada elde edilen bulgular asagida verilmistir.

4.1. Biyokimyasal Analizler

4.1.1. H,0,

H,0, miktarinin kok ve govde dokularinda igerigi iizerine genotipin ana etkisi
cok oOnemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.1). Kok dokusunda uygulamalarin
ortalamasina gore genotiplerin H,0, miktar1 13,7 ile 17,2 mmol/kg arasinda degismis
ve 3 genotip arasindaki farkliliklar cok énemli bulunmustur. En yiiksek H,0, miktar1
Cetinel-2000 genotipinde (17,2 mmol/kg) belirlenmistir. Bunu sirastyla 15,1 ve 13,7
mmol/kg ile Tir ve Aytin-98 genotipleri izlemistir. Govde dokusunda ise uygulamalarin
ortalamasina gore genotipleri H,0, miktar1 17,8 ile 23,1 mmol/kg arasinda degisim
gostermis ve kok dokusundakine benzer olarak genotiplerin siralamasi Cetinel-2000

(23,1 mmol/kg), Tir (18,6 mmol/kg) ve Aytin-98 (17,8 mmol/kg) seklinde olmustur.

NaHCO3; uygulamasinin H,0, miktari iizerine ana etkisi incelendiginde (Cizelge
4.1) uygulamanin ana etkisi kok dokusunda ¢ok dnemli (p<0,01) iken, gdvde dokusunda
etki onemsiz (p>0,05) olmustur. Kok dokusunda genotiplerin ortalamasimna gore
uygulamalarin H,0, miktar1 14,8 ile 15,9 mmol/kg arasinda degismistir. En diisiik (14,8
mmol/kg) H,0, miktar1 0 mM NaHCO5; uygulamasinda elde edilirken, en yiiksek 15,9
mmol/kg ile 50 mM NaHCO; elde edilmistir. Ancak 0 ile 10 mM NaHCO; ve 50 ile 100
mM NaHCOj; arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur. Diger taraftan genotiplerin ana
etkisine gore uygulamalarin H,0, miktar1 19,7 ile 20,1 mmol/kg arasinda degisim

gostermis ve aralarindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur

(Sekil 4.1 ve 4.2).
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Cizelge 4.1 Kok ve govde dokularindaki H, 0, miktari tizerine genotipin ve NaHCO4
dozunun etkisi

: Doku tipi
Genotip NaHCO3; (mM) Kok Govde
0 13,4 18,8
10 14,0 17,9
Aytin-98 50 14,1 18,1
100 13,2 16,6
Ortalama 13,7 17,8
0 16,8 21,3
10 15,5 22,3
Cetinel 2000 50 17,1 23,1
100 19,3 25,5
Ortalama 17,2 23,1
0 14,3 19,1
10 15,4 18,8
Tir 50 16,6 19,2
100 14,3 17,4
Ortalama 15,1 18,6
0 14,8 19,7
Genotip 10 14,9 19,7
Ortalamasi 50 15,9 20,1
100 15,6 19,8
Genel Ortalama 15,3 19,8
F Degeri (Genotip) (G) 181,113™ 298,405™
F Degeri (Doz) (D) 12,233" 1,25%
F Degeri (GxD) 23,1177 21,311™
LSD(o,0s) (G) 0,38 0,48
LSD(o.05) (D) 0,44 0,55
LSD(0,0s) (GXD) 0,8 0,9
VK (%) 2,94 2,84

™ Cok énemli (p<0,01), *: Onemli (p<0,05), %: dnemsiz (p>0,05).

Her iki doku tipinde de genotiplerin H,0, igerigi NaHCO5; uygulamasinin
dozuna gore farklilik gostermesi Genotip x D0z interaksiyonunun ¢ok 6nemli ¢itkmasina
neden olmustur. Kok dokusunda genotiplere gore uygulama dozunun H,0, miktari
tizerine etkileri incelendiginde tiim genotiplerde en diisik H,0, miktar1 0 mM
NaHCOj3’ta elde edilirken en yiiksek H,0, Aytin-98 ve Tir genotiplerinde 50 mM
NaHCO; dozunda, Cetinel-2000 genotipinde 100 mM NaHCO; tespit edilmistir. Gévde
dokusunda ise en diisik H,0, miktar1 Tir genotipinde 100 mM, Cetinel-2000
genotipinde 0 mM ve Aydin genotipinde ise 10 mM NaHCO5; uygulamalarinda elde
edilmistir. En yiiksek ise Aytin-98 genotipinde 0 mM, Cetinel-2000 genotipinde 100
mM ve Tir genotipinde ise 50 mM NaHCO5 dozunda belirlenmistir.
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Sekil 4.1 Uygulama dozlarina gore genotiplerin kok dokularinda H, 0, miktarlari
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Sekil 4.2 Uygulama dozlarina gore genotiplerin gévde dokularinda H, 0, miktarlari

4.1.2. Katalaz

Katalaz miktarmin kok ve govde dokularinda igerigi iizerine genotipin ana etkisi
¢ok Onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.2). Kok dokusunda NaHCO; dozunun
ortalamasina gore genotiplerin CAT miktar1 254,9 ile 358,8 mmol/kg arasinda degismis
ve 3 genotip arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur. En yiikksek CAT miktari
Cetinel-2000 genotipinde (358,8 mmol/kg) belirlenmistir. Bunu sirasiyla 274,0 ve 254,9
mmol/kg ile Aytin-98 ve Tir genotipleri izlemistir. Govde dokusunda ise NaHCO;

dozunun ortalamasina gore genotiplerin CAT miktar1 315,2 ile 448,6 mmol/kg arasinda
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degisim gostermistir. Govde dokusunda en yiiksek CAT miktar1 kék dokusunda oldugu
gibi Cetinel-2000 genotipinde (448,6 mmol/kg) belirlenmistir. Bunu yine sirastyla 350, 1
ile 315,2 mmol/kg ile Aytin-98 ve Tir genotipleri izlemistir.

NaHCO; dozunun CAT miktar: ilizerine ana etkisi incelendiginde (Cizelge 4.2)
uygulamanin ana etkisi her iki doku tipinde de ¢ok &nemli (p<0,01) olmustur. Kok
dokusunda genotiplerin ortalamasina gore uygulamalarin CAT miktar1 273,4 ile 315,8
mmol/kg arasinda degismistir. En diisiik (273,4 mmol/kg) CAT miktar1 0 mM NaHCO;
uygulamasinda elde edilirken, en yiiksek 315,8 mmol/kg ile 50 mM NaHCO; elde
edilmistir. Calismada tiim uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur.
Diger taraftan govde dokusunda genotiplerin ortalamasina gére NaHCO5; dozunun CAT
miktar1 340,8 ile 398,4 mmol/kg arasinda degisim gostermis ve aralarindaki farkliliklar

istatistiksel olarak onemli (p<0,05) bulunmustur (Sekil 4.3 ve 4.4).

Her iki doku tipinde de genotiplerin CAT igerigi NaHCO; dozuna gore farklilik
gostermesi Genotip x Doz interaksiyonunun ¢ok 6nemli ¢ikmasina neden olmustur. Kok
dokusunda genotiplere goére NaHCO; dozunun CAT miktar1 tizerine etkileri
incelendiginde tiim genotiplerde en diisiik CAT miktar1 0 mM NaHCO; te elde edilirken
en yliksek ise Aytin-98 ve Tir genotiplerinde 50 mM NaHCO; dozunda, Cetinel-2000
genotipinde ise 100 MM NaHCOj; tespit edilmistir. Govde dokusunda ise en diisiik CAT
miktar1 Aytin-98 genotipinde 100 Mm belirlenirken, Cetinel-2000 genotipinde 0 mM da
ve Tir genotipinde 10 mM NaHCO; dozunda elde edilmistir. En yiiksek ise tiim
genotiplerde ise 50 mM NaHCO; dozunda belirlenmistir.
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Cizelge 4.2 Kok ve govde dokularindaki katalaz miktari iizerine genotipin ve NaHCO4
dozunun etkisi

Doku Tipi
Genotip NaHCO; (mM) Kok Govde
0 253.3 340.4
10 272.0 3725
Aytin-98 50 3015 404.7
100 269.3 282.7
Ortalama 274.0 350.1
0 328.3 434.2
10 348.4 442.2
Cetinel 2000 50 371.2 461.0
100 387.3 456.9
Ortalama 358.8 448.6
0 238.5 327.0
10 254.6 321.6
Tir 50 274.7 329.6
100 251.9 282.7
Ortalama 254.9 315.2
Genotip 0 273.4 367.2
Ortalamasi 10 291.7 378.8
50 315.8 398.4
100 302.8 340.8
Genel Ortalama 295.9 371.3
F Degeri (Genotip) (G) 6019.223™ 5120.708™
F Degeri (Doz) (D) 477.633" 465.48™
F Degeri (GxD) 79.908™ 214.665™
LSD (0,05) G 2.07 2.82
LSD (0,05) D 2.4 3.26
LSD(GxD) 4.2 5.6
VK (%) 0.83 0.9

**: Cok 6nemli (p<0,01).
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Sekil 4.4 Uygulama dozlarina gore genotiplerin gévde dokusundaki CAT miktarlar

4.1.3. Peroksidaz (POD)

POD miktarinin kok ve gévde dokularinda igerigi iizerine genotipin ana etkisi
cok 6nemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.3). Kok dokusunda NaHCO; dozlarinin
ortalamasina gore genotiplerin POD miktar1 371,9 ile 299,3 mmol/kg arasinda degismis
ve 3 genotip arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur. En yiiksek POD miktari
Cetinel-2000 genotipinde (371,9 mmol/kg) belirlenmistir. Bunu sirasiyla 300.7 ve 299,3
mmol/kg ile Tir ve Aytin-98 genotipleri izlemistir. Govde dokusunda ise NaHCO;
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dozlarmin ortalamasina gore genotiplerin POD miktar1 565,0 ile 418,5 mmol/kg
arasinda degisim gostermistir. Genotiplerin siralamasi Cetinel-2000 (565,0 mmol/Kkg),
Tir (459,3 mmol/kg) ve Aytin-98 (418,5mmol/kg) seklinde olmustur.

NaHCO; dozunun POD miktari iizerine ana etkisi incelendiginde (Cizelge 4.3 )
dozun ana etkisi her iki doku tipinde de ¢cok dnemli olmustur(p<0,01). Kok dokusunda
genotiplerin ortalamasina gore NaHCO; dozlarmma ait POD miktar1 317,9 ile 336,5
mmol/kg arasinda degismistir. En diisiik (317,9 mmol/kg) POD miktar1 0 mM NaHCO;
uygulamasinda elde edilirken, en yiiksek 336,5 mmol/kg ile 50 mM NaHCO; elde
edilmistir. 0 ve 100Mm NaHCO; dozlar arasindaki fark 6nemsizken bu dozlar ile diger
dozlar arasindaki farklilik Onemli olmustur. Diger taraftan govde dokusundaki
genotiplerin ortalamasina gére POD miktar1 468,3 ile 492,2 mmol/kg arasinda degisim
gostermis ve aralarindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemli (p<0,05) bulunmustur

(Sekil 4.5 ve 4.6).

Her iki doku tipinde de genotiplerin POD igerigi NaHCO; dozuna gore farklilik
gostermesi Genotip x Doz interaksiyonunun ¢ok onemli (p<0,01) ¢cikmasina neden
olmustur. Kok dokusunda genotiplere gore uygulama dozunun POD miktar: iizerine
etkileri incelendiginde tiim genotiplerde en diisik POD miktar1 Cetinel-2000
genotipinde 0 mM NaHCO; ve Aytin-98 ve Tir genotiplerinde 100 mM NaHCO; te elde
edilirken; en yiiksek POD igerigi ise Cetinel-2000 genotipinde 100 mM NaHCO;te,
Aytin-98 ve Tir genotiplerinde 50 mM NaHCO; dozunda tespit edilmistir. Govde
dokusunda ise en diisiik POD miktari Aytin-98 ve Cetinel-2000 genotiplerinde 10 mM
NaHCO; iken, Tir genotipinde 100 MM NaHCO5 dozunda elde edilmistir. En yiiksek ise
Cetinel-2000 genotipinde 100 Mm NaHCO5 de, Aytin-98 ve Tir genotiplerinde 50 mM
NaHCO3; dozunda belirlenmistir.
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Cizelge 4.3 Kok ve govde dokularindaki peroksidaz miktari tizerine genotipin ve
NaHCO3;dozunun etkisi

Doku Tipi
Genotip NaHCO; (mM) Kok Govde
0 290.3 428.4
10 300.9 399.0
Aytin-98 50 316.9 434.1
100 289.2 412.4
Ortalama 299.3 418.5
0 362.4 552.6
10 366.2 538.2
Cetinel 2000 50 376.1 565.0
100 383.0 604.2
Ortalama 371.9 565.0
0 301.0 454.7
10 301.2 467.6
Tir 50 316.5 477.4
100 284.3 437.6
Ortalama 300.7 459.3
0 317.9 478.6
Genotip 10 322.7 468.3
Ortalamasi 50 336.5 492.2
100 318.9 484.8
Genel Ortalama 324.0 481.0
F Degeri (Genotip) (G) 4883.020™ 7374.740™
F Degeri (Doz) (D) 157.363™ 98.672™
F Degeri (GxD) 72.445™ 168.421™
LSD(,05 G 1.73 2.57
LSD,05 D 2 2.97
LSD(o,05) (GXD) 3.5 5.1
VK (%) 0.63 0.63

**: Cok 6nemli (p<0,01).
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Sekil 4.5 Uygulama dozlarina gore genotiplerin kok dokusundaki POD miktarlar:
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Sekil 4.6 Uygulama dozlarina gore genotiplerin gévde dokusundaki POD miktarlar

4.1.4. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD miktarinin kdk ve govde dokularinda igerigi iizerine genotipin ana etkisi
cok oOnemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.4). Kok dokusunda uygulamalarin
ortalamasina gore genotiplerin SOD miktar1 460,2 ile 557,8 mmol/kg arasinda
degismistir. Aytin-98 ve Tir genotipleri arasindaki fark 6nemsiz iken bu genotipler ile
Cetinel-2000 genotipi arasindaki farkliliklar 6nemli olmustur. Genotipler arasinda SOD
miktar1 bakimindan Cetinel-2000 557,8 mmol/kg ile en yiiksek olurken, bunu sirasiyla
Aytin-98 (462,1 mmol/kg) ve Tir genotipleri (460,2 mmol/kg) izlemistir. Govde
dokusunda ise dozlarin ortalamasina gore genotiplerin SOD miktar1 574,5 ile 694,3

mmol/kg arasinda degisim gostermis olup genotipler arasindaki siralama ise 694,3
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mmol/kg ile Cetinel-2000’de, 573,5 mmol/kg ile Aytin-98 ve 574,4 mmol/kg Tir

genotipinde elde edilmistir.

Cizelge 4.4 Kok ve govde dokularindaki siiperoksit dismiitaz miktari {izerine genotipin
ve NaHCO5 dozunun etkisi

Doku Tipi
Genotip NaHCO; (mM) Kok Govde
0 404.2 552.7
10 426.3 562.9
Aytin-98 50 471.9 573.1
100 546.1 605.4
Ortalama 462.1 573.5
0 529.3 619.2
10 532.9 658.7
Cetinel 2000 50 546.1 712.6
100 622.8 786.8
Ortalama 557.8 694.3
0 426.3 565.9
10 425.1 579.0
Tir 50 458.1 612.0
100 531.1 540.7
Ortalama 460.2 574.4
0 453.3 579.2
Genotip 10 461.5 600.2
Ortalamasi 50 492.0 632.5
100 566.7 644.3
Genel Ortalama 493.4 614.1
F Degeri (Genotip) (G) 786.077" 462.924™
F Degeri (Doz) (D) 504.790™ 63.771"
F Degeri (GxD) 10.380" 48.053™
LSD(o,05) G 5.8 9.42
LSD(,05 D 6.71 10.89
LSD,05 (GxD) 11.6 18.9
VK (%) 1.39 1.82

** Cok énemli (p<0,01).

NaHCO3 dozunun SOD miktar iizerine etkisi Cizelge 4.4 incelendiginde dozun
ana etkisi 0 ila 10 mM’da fark 6nemsiz iken 50 mM ile 100 mM arasindaki farklar
onemli (p<0,01) olmustur. Kok dokusunda genotiplerin ortalamasina gore dozlarin SOD
miktar1 453,3 ile 566,7 mmol/kg arasinda degismistir. En diisiik (453,3 mmol/kg) SOD
miktar1 0 mM NaHCO; dozunda elde edilirken, en yiiksek 566,7 mmol/kg ile 100 mM
NaHCO; dozundan elde edilmistir. Tim uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemli

bulunmustur. Diger taraftan gévde dokusunda genotiplerin ortalamasina goére dozlarin
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SOD miktar1 579,2 ile 644,3 mmol/kg arasinda degisim gostermis ve aralarindaki
farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur (Sekil 4.7 ve 4.8).

Her iki doku tipinde de genotiplerin SOD igerigi NaHCO5; dozuna gore farklilik
gostermesi Genotip x Doz interaksiyonunun ¢ok dnemli ¢cikmasina neden olmustur. Kok
dokusundaki genotiplere gore dozunun SOD miktar1 lizerine etkileri incelendiginde tiim
genotiplerde en disik SOD miktar1 Aytin-98 ve Cetinel-2000 genotiplerinin 0 mM
NaHCO;3’teyken Tir genotipinde ise 10 mM’da elde edilmistir. En yiliksek SOD miktar1
tiim genotiplerin 100 mM NaHCO3; dozunda tespit edilmistir. Govde dokusunda ise en
diistik SOD miktar1 Tir genotipinde 100 mM NaHCO; iken Cetinel-2000 ve Aytin-98
genotiplerinde ise 0 MM NaHCO; dozlarinda belirlenmistir. En yiiksek ise Aytin-98 ve
Cetinel-2000 genotiplerinde 100 MM NaHCO5 ve Tir genotipinde ise 50 mM NaHCO4

dozunda tespit edilmistir.
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Sekil 4.7 Uygulama dozlarina gore genotiplerin kok dokusundaki SOD miktarlar
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Sekil 4.8 Uygulama dozlarina gore genotiplerin gévde dokusundaki SOD miktarlar

4.1.5. Malondialdehit (MDA)

MDA miktarinin kok ve govde dokularinda igerigi tizerine genotipin ana etkisi
¢ok Onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.5). Kok dokusunda uygulamalarin
ortalamasina gore genotiplerin MDA miktar1 9,1 ile 13,8 mmol/kg arasinda degismis ve
3 genotip arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur. En yiiksek MDA miktar1 Cetinel-
2000 genotipinde (13,8 mmol/kg) belirlenmistir. Bunu sirasiyla 10,0 ve 9,1 mmol/kg ile
Tir ve Aytin-98 genotipleri izlemistir. Govde dokusunda ise NaHCO; dozlarin
ortalamasina gore genotipleri MDA miktar1 11,2 ile 17,4 mmol/kg arasinda degisim
gostermistir. Genotiplerin siralamast Cetinel-2000 (17,4 mmol/kg), Aytin-98 (11,3
mmol/kg) ve Tir (11,2 mmol/kg) ve seklinde gerceklesmistir.

NaHCO3; dozunun MDA miktar1 lizerine ana etkisi Cizelge 4.5 incelendiginde
NaHCO3; dozunun ana etkisi her iki doku tipinde de ¢ok 6nemli(p<0,01) olmustur. Kok
dokusunda genotiplerin ortalamasina gére NaHCO; dozlarimin MDA miktar1 10,5 ile
11,6 mmol/kg arasinda degismistir. En diisiik (10,5 mmol/kg) MDA miktar1 0 mM
NaHCO5; dozunda elde edilirken, en yiiksek 11,6 mmol/kg ile 50 mM NaHCO5; dozunda
elde edilmistir. 0 ile 10 Mm NaHCO; dozlar1 arasindaki farkliliklar 6nemsiz iken bu iki
doz ile digerleri arasindaki farkliliklar nemli olmustur. Diger taraftan gdvde dokusunda
genotiplerin ortalamasina gore NaHCO5 dozlarinin MDA miktar1 12,6 ile 14,2 mmol/kg

arasinda degisim gostermistir. Kok dokusunda elde edilen bulgulara benzer olarak 0 ile
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10 mM NaHCO; dozlar arasindaki farkliliklar 6nemsiz iken bu iki doz ile digerleri

arasindaki farkliliklar nemli olmustur (Sekil 4.9 ve 4.10).

Cizelge 4.5 Kok ve govde dokularindaki malondialdehit miktari tizerine Genotipin ve
NaHCO; dozunun etkisi

Doku Tipi
Genotip NaHCO; (mM) Kok Govde
0 9.2 11.2
10 8.4 11.0
Aytin-98 50 9.6 12.3
100 9.0 10.5
Ortalama 9.1 11.3
0 12.3 15.5
10 13.2 16.1
Cetinel 2000 50 14.5 17.9
100 14.9 20.1
Ortalama 13.8 17.4
0 9.9 11.9
10 10.1 10.8
Tir 50 10.8 12.3
100 9.3 9.8
Ortalama 10.0 11.2
0 10.5 12.9
Genotip 10 10.6 12.6
Ortalamasi 50 11.6 14.2
100 11.1 135
Genel Ortalama 10.9 13.3
F Degeri (Genotip) (G) 631.542™ 817.516™
F Degeri (Doz) (D) 20.832™ 22.834™
F Degeri (GxD) 15.114™ 38.939™
LSD,05) G 0.29 0.36
LSD(,05 D 0.33 0.42
LSD,05 (GxD) 0.6 0.7
VK (%) 3.12 3.24

Her iki doku tipinde de genotiplerin MDA igerigi NaHCO3; dozuna gore farklilik
gostermesi Genotip x Doz interaksiyonunun ¢ok dnemli ¢ikmasina neden olmustur. Kok
dokusunda Genotiplere gore uygulama dozunun MDA miktar1 {izerine etkileri
incelendiginde tiim genotiplerde en diisik MDA miktar1 Cetinel-2000 genotipinde 0
MM NaHCO3’te, Aytin-98’de 10 mM’da ve Tir’de 100 mM NaHCO; te elde edilmistir.
Genotiplerin en yliksek MDA igerigi Cetinel-2000’de 100 mM NaHCO5’te, Aytin-98 ve
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Tir genotiplerinde 50 mM NaHCO; dozunda tespit edilmistir. Govde dokusunda ise en
diisik MDA miktar1 Aytin-98 ve Tir genotiplerinde 100 mM NaHCO;’te ve Cetinel-
2000 genotipinde ise 0 mM NaHCO;’te tespit edilmistir. En yiiksek MDA igerigi ise
Cetinel-2000 genotipinde 100 mM NaHCO;’te, Aytin-98 ve Tir genotiplerinde ise 50
MM NaHCO; dozunda belirlenmistir.
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Sekil 4.9 Uygulama dozlarina gore genotiplerin kok dokusundaki MDA miktarlari
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Sekil 4.10 Uygulama dozlarina gore genotiplerin gévde dokusundaki MDA miktarlari
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4.2. Element Analizleri

4.2.1. Potasyum (K)

Kok ve Govde dokularinda K iizerine genotipin ve NaHCO; dozonun etkisi ¢ok
onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.6). Kok dokusunda NaHCO; dozunun ortalamasina
gore genotiplerin K miktar1 8134,53 ile 8663,32 mmol/kg arasinda degismistir. Aytin-
98, Cetinel-2000 arasindaki fark 6nemsiz iken Tir genotipi arasindaki farkliliklar 6nemli
olmustur. En yiiksek K miktar1 Tir genotipinde 8663,37 mmol/kg olarak belirlenmistir.
Bunu sirasiyla 8186,29 ve 8134,53 mmol/kg ile Aytin-98 ve Cetinel-2000 genotipleri
izlemistir. Govde dokusunda ise NaHCO3 dozonun ortalamasina gdre genotiplerin K
miktart 11255,39 ile 12356,30 mmol/kg arasinda degisim gostermektedir. Govde
dokusunda en yiiksek K, Tir genotipinde (12356,30) tespit edilmistir. Bunu sirasiyla
11492,22 ve 11255,39 mmol/kg ile Cetinel-2000 ve Aytin-98 genotipleri takip etmistir.

NaHCO3; dozunun K miktar1 {izerine etkisi incelendiginde (Cizelge 4.6) dozun K
miktarina her iki doku tipinde ¢ok oOnemli (p<0,01) olmustur. Kok dokusunda
genotiplerin ortalamasina gore dozlarin K miktar1 6598,25 ile 10562,16 mmol/kg
arasinda degismektedir. En diisiik K miktar1 (6598,25 mmol/kg )100 Mm NaHCO;
uygulamasinda elde edilirken, en yiiksek (10562,16 mmol/kg) 0 Mm NaHCO;’te elde
edilmistir. Calismada tiim uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur.
Diger taraftan gévde dokusunda genotiplerin ortalamasina gére NaHCO; dozunun K
miktar1 7815,14 ile 15872,75 mmol/kg arasinda degisim gdstermis ve aralarindaki
farklar istatiksel olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur (Sekil 4.11 ve 4.12).

Genotiplerin K igerigi NaHCO3; dozuna gore farklilik gdstermesi kok dokusunda
Genotip x Doz interaksiyonunun ¢ok onemli ¢ikmasina; gdvde dokusunda genotiplerin

onemli ¢gikmasina neden olmustur

Kok dokusunda genotiplere gore NaHCO; dozunun K miktar1 {izerine etkileri
incelendiginde en diisiik K miktar1 Aytin-98 genotipinde 50 mM iken Tir ve Cetinel-
2000 genotiplerinde 100 mM belirlenmistir. En yiiksek K miktar1 ise tiim genotiplerde 0
Mm NaHCOj’te tespit edilmistir. Govde dokusunda tiim genotiplerde en diisiik K
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miktar1 100 mM NaHCO3’te elde edilirken en yiiksek K miktar1 da yine tiim
genotiplerde 0 mM NaHCO; te tespit edilmistir.
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Sekil 4.11 Uygulama dozlarina gore genotiplerin kok dokusundaki K miktarlar
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Sekil 4.12 Uygulama dozlarina gore genotiplerin gdvde dokusundaki K miktarlar

4.2.2. Sodyum (Na)

Kok ve Govde dokularinda Na {izerine genotipin NaHCO5; dozonun etkisi ¢ok
onemli (p<0,01) olmustur.(Cizelge 4.6). Kok dokusunda NaHCO3; dozunun ortalamasina
gore genotiplerin Na miktar1 224225 ile 2898,04 mmol/kg arasinda degismistir. Ug
genotip arasindaki farkliliklar 6nemli (p<0,05) bulunmustur. En yiiksek Na miktar
Cetinel-2000 genotipinde 2898,04 mmol/kg olarak belirlenmistir. Bunu sirasiyla
2331,36 ve 224225 mmol/kg ile Aytin-98 ve Tir genotipleri izlemistir. Govde
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dokusunda ise NaHCO5; dozonun ortalamasina gore genotiplerin Na miktar1 1849,85 ile
2662,77 mmol/kg arasinda degisim gostermektedir. Govde dokusunda en yiiksek Na
miktar1 kok dokusunda oldugu gibi Cetinel-2000 genotipinde (2662,77) tespit edilmistir.
Bunu yine sirasiyla 2039,40 ve 1849,85 mmol/kg ile Aytin-98 ve Tir genotipleri takip

etmistir.

NaHCO; dozunun Na miktar1 iizerine ana etkisi incelendiginde (Cizelge 4.6)
dozun ana etkisi her iki doku tipinde ¢ok onemli (p<0,01) olmustur. Kok dokusunda
genotiplerin ortalamasina gore dozlarin Na miktart 844,33 ile 3456,95 mmol/kg
arasinda degismektedir. En diisiik Na miktar1 (844,33 mmol/kg ) 0 Mm NaHCO3;
uygulamasinda elde edilirken, en yiiksek (3456,95 mmol/kg) 100 Mm NaHCO;3’te elde
edilmistir. Caligmada tiim uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur.
Diger taraftan govde dokusunda genotiplerin ortalamasina gére NaHCO5; dozunun Na
miktar1 663,00 ile 3546,13 mmol/kg arasinda degisim gdstermis ve aralarindaki farklar
istatiksel olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur (Sekil 4.13 ve 4.14).

Her iki doku tipinde de genotiplerin Na igerigi NaHCO5 dozuna gore farklilik olmamasi
Genotip x Doz interaksiyonunun onemsiz ¢ikmasina neden olmustur(p<0,05). Kok
dokusunda genotiplere gore NaHCOz; dozunun Na miktar1 iizerine etkileri
incelendiginde tiim genotiplerde en diisiik Na miktar1 0 mM NaHCO;’te elde edilirken
ayni sekilde en yiiksek Na miktar1 da tiim genotiplerde 100 Mm belirlenmistir. Govde
dokusunda kok dokusunda oldugu gibi en diisiik Na miktart 0 mM NaHCO;’te elde
edilirken en yiiksek Na miktar1 da tim genotiplerde 100 Mm NaHCO3’te tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.6 Kok ve govde dokularindaki K, Na, Na/K iizerine genotipin ve NaHCO3

dozunun etkisi

KOK GOVDE

Genotip Doz K Na Na/K K Na Na/K

0 982027 812,00 0,08 15097,97 677,00 0,04

10 859375  2414,07 0,28 1254792 186037 0,15

Aytin-98 50 6988,71 276981 0,40 9417,37 242972 0,26

100 734243 332955 0,45 795829 319052 0,41

Ortalama 818629  2331,36 0,30 1125539 203940 0,22

0 10546,62 945,00 0,09 16067,57 734,00 0,05

10 8451,88  3167,03 037 1227104 243857 0,20

Cetinel-2000 50 743572 3710,37 0,50 979298 300425 0,31

100 6103,89 376973 0,62 783728 447425 0,57

Ortalama 813453  2898,04 0,40 1149222 266277 0,28

0 1131959 776,00 0,07 16452,70 578,00 0,04

10 962021  2320,15 0,24 1402896 185547 0,13

- 50 736504 260127 035 1129368 199233 0,18

100 634844 327157 051 764985 297361 0,39

Ortalama 866332  2242,25 0,29 12356,30 184985 0,18

0 10562,16 844,33 0,08 15872,75 663,00 0,04

10 888861 263375 0,30 1294931 205147 0,16

Genotiplerin Ortalamast g, 726316 302715 0,42 1016801 247544 0,25

100 659825 345695 053 781514 354613 0,46

Genel Ortalama 832805 249055 0,33 11701,30 218401 0,23
F Degeri (Genotip) (G) 5883" 23,699  45771° 985 267,142° 2561
F Degeri (Doz) (D) 163241 185087  404,966™ 41,08~ 242477 5874
F Degeri (GxD) 6,443" 23224 5991 2823"  260,719"  5,386™

LSD(.05) G 350,80 213,26 0,02 538,79 193,70 0,03

LSD(0.05 D 405,06 246,26 0,03 622,15 223,66 0,03

LSD(GxD) 426,53 286,42 0,02 107759 158,15 0,03
VK (%) 5,00 10,16 8,63 5,46 10,52 14,32

**: Cok énemli (p<0,01), *: Onemli (p<0,05), %¢: énemsiz (p>0,05).
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Sekil 4.13 Uygulama dozlarina gore genotiplerin kok dokusundaki Na miktarlar
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Sekil 4.14 Uygulama dozlarina gore genotiplerin gdvde dokusundaki Na miktarlar

4.2.3. Na/K Orani

Kok ve Govde dokularinda Na/K {izerine genotipin NaHCO3; dozonun etkisi ¢ok
onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.6). K6k dokusunda NaHCO3 dozunun ortalamasina
gore genotiplerin Na/K miktar1 0,29 ile 0,40 mmol/kg arasinda degismistir. Ug genotip
arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur. En yiiksek Na/K miktar1 Cetinel-2000
genotipinde 0,40 mmol/kg olarak belirlenmistir. Bunu sirasiyla 0,30 ve 0,29 mmol/kg
ile Aytin-98 ve Tir genotipleri izlemistir. Govde dokusunda ise NaHCO5; dozonun
ortalamasina gore genotiplerin Na/K miktar1 0,18 ile 0,28 mmol/kg arasinda degisim

gostermektedir. Govde dokusunda en yiiksek Na/K miktar1 kok dokusunda oldugu gibi
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Cetinel-2000 genotipinde (0,28) tespit edilmistir. Bunu yine sirasiyla 0,22 ve 0,18
mmol/kg ile Aytin-98 ve Tir genotipleri takip etmistir.

NaHCO3; dozunun Na/K miktar {izerine ana etkisi incelendiginde (Cizelge 4.6)
dozun ana etkisi her iki doku tipinde ¢ok onemli (p<0,01) olmustur. Kok dokusunda
genotiplerin ortalamasia gore dozlarin Na/K miktar1 0,08 ile 0,53 mmol/kg arasinda
degismektedir. En diisiik Na/K miktar1 (0,08) 0 mM NaHCO; dozundan elde edilirken,
en yiiksek (0,53 mmol/kg) 100 mM NaHCO5’da elde edilmistir. Caligmada tiim dozlar
arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur. Diger taraftan gévde dokusunda genotiplerin
ortalamasma gore NaHCO3; dozunun Na/K miktar1 0,04 ile 0,46 mmol/kg arasinda
degisim gostermis ve aralarindaki farklar istatiksel olarak dnemli (p<0,05) bulunmustur

(Sekil 4.15 ve 4.16).

Her iki doku tipinde de genotiplerin Na/K igerigi NaHCO5; dozuna gore farklilik
gostermesi Genotip X Doz interaksiyonunun ¢ok onemli ¢ikmasina neden olmustur
(p<0,01). Kok dokusunda genotiplere gore NaHCO; dozunun Na/K miktari {izerine
etkileri incelendiginde tiim genotiplerde en diisiik Na/K miktar1 0 mM NaHCO;’te elde
edilirken ayni sekilde en yiiksek Na/K miktar1 da tiim genotiplerde 100 mM NaHCO;
belirlenmistir. Govde dokusunda kdk dokusunda oldugu gibi en diisiik Na/K miktar1 0
MM NaHCO3’te elde edilirken en yiiksek Na/K miktar1 da tiim genotiplerde 100 mM

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.15 Uygulama dozlarina gore genotiplerin kok dokusundaki Na/K miktarlar
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Sekil 4.16 Uygulama dozlarina gore genotiplerin gdvde dokusundaki Na/K miktarlar

4.2.4. Na elementinin diger elementler ile iligkisi

Kok dokusunda Na ile Ca (r = -0,806), Mg (r =-0,548), K (r =-0,475) ve P (r = -
0,355) arasindaki iliski cok 6nemli ve olumsuz olurken, Na/K (r = 0,938), B (r = 0745),
Mn (r=0,724), Cu (r =0,671), Ni (r = 0,623), Cd (r =0,571), Pb (r =0,539) ve Zn (r =

0,511) ile olan iligki ise ¢ok dnemli ve olumlu yonde olmustur (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7 Kok dokusunda Na elementi ve besin elementleri arasindaki korelasyon

katsayilari (r) (n = 27)

Na/K Ca Mg Fe Cu Mn Zn B Cl Cd Pb Ni
K 0,475~ -0,678" 0,604 0,338™ 0,267" 0,219 -0,354™ -0,404™ -0,160 -0,462" -0,237 -0,338™ -0,368™ 0,355~
Na 0,938™ -0,355™ -0,806™ -0,548™ 0,173 0,6717 0,724™ 0,511" 0,745™ 0,139 0,571" 0,539” 0,623™
Na/K -0,512™ -0,715™ -0,495™ 0,196 0,627 0,721™ 0,428™ 0,750™ 0,249" 0,537 0,547 0,578™
Ca 0,696 -0,209" -0,853™ -0,710™ -0,648™ -0,734" 0,089 -0,791" -0,592" -0,810™
Mg -0,646™ -0,755™ -0,301™ -0,222" -0,815™ -0,072 -0,869” -0,257 -0,862"

** ye * korelasyonlar sirastyla 0.01 ve 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Govde dokusunda Na ile K (r = -0,843), CI (r = -0,748), Cd (r = -0,443), Pb (r =
-0,428) ve B (r = -0,326) arasindaki iliski ¢ok onemli ve olumsuz olurken, Na/K (r =
0,961), Cl (r =0,745), Pb (r = 0,624), Cd (r = 0,391), B (r = 0,357) ve Mn (r = 0,310)
ile olan iligki ise ¢ok 6nemli ve olumlu yonde olmustur (Cizelge 4.8). Bu sonuclara gore
Na’nin kok dokusunda Ca ile gévde dokusunda ise K ve Cl ile negatif iligkide oldugu
belirlenmistir. Ayrica Ni, Cu, Mn, Cd, Pb ve Zn gibi agir metallerle olumlu iliskide
oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.8 Govde dokusunda Na elementi ve besin elementleri arasindaki korelasyon
katsayilari (1) (n = 27)

Na/K Mg Fe Cu Mn Zn B Cl Cd Pb Ni
K -0,843** -0,895** 0,897** 0,612** 0,336** 0,179 0,186 -0,213* 0,022 -0,326** -0,748** -0,443** -0,428** -0,058
Na 0,961** -0,825** -0,466** -0,189 -0,403** -0,310** 0,310** 0,188 0,357** 0,745** 0,391** 0,624** -0,080
Na/K -0,875** -0,5625** -0,253* -0,350** -0,298** 0,269* 0,113 0,348** 0,778** 0,406** 0,584** -0,083
Ca 0,022 -0,084 -0,136 -0,280** 0,139 0,155 -0,406** -0,151 -0,141 0,016
Mg -0,084 0,271** 0,184 0,216* -0,433** -0,401** -0,603** 0,085 -0,583**

** ye * korelasyonlar sirasiyla 0.01 ve 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

4.3. Molekiler Analiz

4.3.1. ISSR Primerlerinin Degerlendirilmesi ve Analizi

Cetinel-2000, Tir ve Aytin-98 ekmeklik bugday genotiplerinde NaHCO; ile
olusturulan alkali stres uygulamasinin genom tizerindeki genetiksel etkilerini belirlemek
icin GKS degerleri hesaplanmigtir. Toplam 10 iSSR primeri denenerek bu primerler
arasindan en iyi polimorizm veren 5 primer (UBC-809, -811, -812, -825 ve -826)
secilerek incelenmistir. TotalLab TL120 programi aracilifiyla elde edilen verilere
dayanarak (Cizelge 4.9) GKS oraninda alkali stresinin siddetine bagli olarak bir azalis

belirlenmistir.
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Kontrolle karsilatirildiginda Aytin-98 genotipinin govde dokusunda alkali
stresinde NaHCO5 uygulamasinin etkisiyle olusan yeni bantlarin molekiiler agirligi 768
bp ile 2086 bp arasinda; kaybolan bantlarin molekiiler agirlig1 ise 875 bp ile 3424 bp
arasinda degismektedir. Kontrole gore kok dokusunda alkali stresinde NaHCO;
uygulamasinin etkisiyle olusan yeni bantlarin molekiiler agirhig 700 bp ile 1635 bp
arasinda; kaybolan bantlarin molekiiler agirhigi ise 748 bp ile 1451 bp arasinda
degisiklik gostermektedir. Aytin-98 genotipinin govde dokusunda primerlerin alkali
stresi ve NaHCO; uygulamasina gore kaybolan ve yeni olusan bantlarin molekiiler
agirligr kontrolle karsilagtirildiginda UBC-809 primerinde 1071 bp (yeni olusan bant)
ile 3424 bp (kaybolan bant); UBC-811 primerinde 768 bp (yeni olusan bant) ile 1480 bp
(kaybolan bant); UBC-812 primerinde yeni olusan bantlar 903 bp ile 2086 bp arasinda
iken kaybolan bantlar 1273 bp ile 1855 bp arasinda degisiklik gdstermistir. UBC-825
primerinde yeni bant olugan bant 1144 bp iken kaybolan bant 1743 bp ve UBC-826
primerinde yeni bant olusan bant 937 bp iken kaybolan bant 875 bp olarak
belirlenmistir. Aytin-98 genotipinin kok dokusunda primerlerin alkali stresi ve NaHCO;
uygulamasina gore kaybolan ve yeni olusan bantlarin molekiiler agirligi kontrolle
karsilagtirildiginda UBC-809 primerinde kaybolan bant gbzlemlenmezken yeni olusan
bantlar 1380 bp ile 1500 bp; UBC-811 primerinde yeni olusan bant 1100 bp iken
kaybolan bantlar 748 bp ile 1338 bp yeni bant olusan bant 1144 bp iken kaybolan bant
1743 bp; UBC-812 primerinde 923 bp (yeni olusan bant)-1519 bp (kaybolan bant);
UBC-825 primerinde kaybolan bant gozlemlenmezken olusan yeni bantlar 700 bp ile
1635 bp arasinda ve UBC-826 primerinde yeni olusan bant gézlemlenmezken kaybolan
bantlar 1079 bp ile 1451 bp arasinda degisiklik géstermektedir (Cizelge 4.10).

Kontrole gore Aytin-98 genotipinin kok dokusunda en diisik GKS degeri
%71,46 (100 mM NaHCO3) en yiiksek GKS degeri %81,1 (10 mM NaHCO;) olarak
tespit edilmistir ve 50 mM NaHCO5; dozunda ise GKS degeri %78,14’ diir. Kontrole
gore Aytin-98 genotipinin gévde dokusunda en diisiik GKS degeri %70,72 (100 mM
NaHCOs;) en yiiksek GKS degeri %76,9 (10 mM NaHCO;) olarak tespit edilmistir ve ve
50 mM NaHCO; dozunda ise GKS degeri %73,6’ dir. Aytin-98 genotipinin kok
dokusunda polimorfizm oranlar1 en disik %18,9 ilel0 mM NaHCO; dozunda, en
yiiksek %28,54 ile 100 mM NaHCO; dozunda belirlenmistir ve 50 mM NaHCO;

dozunda ise polimorfizm degeri %21,86° dir. Aytin-98 genotipinin gévde dokusunda
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polimorfizm oranlar ise en diisiik %23,1 ile 10 mM NaHCO; dozunda, en yiiksek
%29,78 ile 100 mM NaHCO; dozunda belirlenmistir ve 50 mM NaHCO5 dozunda ise
polimorfizm degeri %26,4’diir.

Diger NaHCO; uygulamalarma kiyasla Aytin-98 genotipinin kok dokusunda en
yiiksek polimorfizm 100 mM NaHCO; dozunda UBC-811 primerinde %50 olarak
belirlenmistir. Aytin-98 genotipinin gévde dokusunda en yiiksek polimorfizm 100 mM
NaHCO5; dozunda UBC-811 primerinde %50 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.9 Aytin-98 genotipinin kok ve govde dokularinda genomik kalip stabilite ve
polimorfizm oranlari

AYTIN-98
KOK Govde
Doz (mM) Doz (mM)
Primer 0 10 50 100 0 10 50 100
UBC-809 100 80 80 80 100 75 58,33 75
UBC-811 100 100 83,4 50 100 83,4 66,67 50

UBC-812 100 71,4 85,7 85,7 100 57,1 71,4 57,1
UBC-825 100 66,6 66,6 66,6 100 85,7 71,4 85,7

UBC-826 100 87,5 75 75 100 83,3 100 83,3
GKS% 100 81,1 78,14 71,46 |100 76,9 73,6 70,22
POL% 0 18,9 21,86 28,54 |0 23,1 26,4 29,78
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Cizelge 4.10 Aytin-98 genotipinde ISSR molekiiler markoriiyle NaHCO5; dozlarinda kontrole gére meydana gelen yeni ve kaybolan bantlarin

molekiiler agirliklart

ISSR +1) KOK GOVDE
. . +/-
Primerleri 10 mM 50 mM 100 mM 0 mM 10 mM 50 mM 100 mM
+) 1500 1500 1380 1071; 1190 1071
UBC-809 12 1648;2000; 2112; 1723;2000; 2112;  1648; 1723; 2000;
- 2310; 2541; 2806; 2310; 2541; 2806;  2112; 2310; 2541;
3424 3424 2806; 3424
+) 1110 768
UBC-811 6
¢) 748 748; 1338 1480 1442; 1480 1442; 1480
+) 923; 1163 942 1519; 2086 1163 903; 1607
UBC-812 7
¢) 1519 1855 1273 1273
1 1pa. 740; 840; 1000;  700; 800; 1000;
usc.grs 960; 1163;1279 1163, 1250; 1362 1181; 1299; 1635 7 1144
¢ 1743 1743 1743
) 937
UBC-826 6
¢ 1079 1079; 1301 1207; 1451 875

(+/-): yeni/kaybolan bantlar
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TotalLab TL120 programu aracilifiyla elde edilen verilere dayanarak (Cizelge

4.11) GKS oraninda alkali stresinin siddetine bagli olarak bir azalis belirlenmistir.

Kontrolle karsilatirildiginda Cetinel 2000 genotipinin gévde dokusunda alkali
stresinde NaHCO5 uygulamasinin etkisiyle olusan yeni bantlarin molekiiler agirligi 695
bp ile 4169 bp arasinda; kaybolan bantlarin molekiiler agirligi ise 365 bp ile 2807 bp
arasinda degismektedir. Kontrole gore kok dokusunda alkali stresinde NaHCO;
uygulamasinin etkisiyle olusan yeni bantlarin molekiiler agirhig 456 bp ile 2086 bp
arasinda; kaybolan bantlarin molekiiler agirligi ise 782 bp ile 1583 bp arasinda
degisiklik gostermektedir. Cetinel 2000 genotipinin gévde dokusunda primerlerin alkali
stresi ve NaHCO; uygulamasina gore kaybolan ve yeni olusan bantlarin molekiiler
agirhgr  kontrolle karsilastirildiginda UBC-809 primerinde yeni bant olusumu
gozlemlenmezken kayboan bantlar 1357 bp- 1671 bp; UBC-811 primerinde 695 bp
(yeni olusan bant)-2807 bp (kaybolan bant); UBC-812 primerinde 2000 bp (kaybolan
bant)-4169 bp (yeni olusan bant); UBC-825 primerinde yeni bant olusumu
gozlemlenmezken kaybolan bantlar 920 bp ile 1341 bp ve UBC-826 primerinde 804 bp
yeni bant olusumu tespit edilirken kaybolan bantlar 565 bp-1479 bp arasinda degisiklik
gostermistir. Cetinel-2000 genotipinin kok dokusunda primerlerin alkali stresi ve
NaHCO; uygulamasina gore kaybolan ve yeni olusan bantlarin molekiiler agirlig
kontrolle karsilastirildiginda UBC-809 primerinde 976 bp (kaybolan bant)- 1593 bp
(yeni olusan bant); UBC-811 primerinde kaybolan bant gbzlemlenmezken olusan yeni
bantlar 596 bp ile 2000 bp; UBC-812 primerinde kaybolan bant gozlemlenmezken
olusan yeni bantlar 1352 bp ile 2086 bp; UBC-825 primerinde kaybolan bant
gozlemlenmezken olusan yeni bantlar 780 bp ile 2000 bp ve UBC-826 primerinde 456
bp (yeni olusan bant)-1583 bp (kaybolan bant) arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge
4.12).

Kontrole gore Cetinel 2000 genotipinin kok dokusunda en diisik GKS degeri
%42,32 (100 mM NaHCO3) en yiiksek GKS degeri %60,94 (10 mM NaHCO3) olarak
tespit edilmistir ve 50 mM NaHCO; dozunda ise GKS degeri %58,32” dir. Kontrole
gore Cetinel 2000 genotipinin gévde dokusunda en diisiik GKS degeri %66,16 (100 mM
NaHCO3) en yiiksek GKS degeri %78 (10 mM NaHCO3) olarak tespit edilmistir ve ve
50 mM NaHCO5; dozunda ise GKS degeri %73,46° dir. Cetinel 2000 genotipinin kok
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dokusunda polimorfizm oranlari en diisiik %39,06 ile10 mM NaHCO5; dozunda, en
yiiksek %57,68 ile 100 mM NaHCO; dozunda belirlenmistir ve 50 mM NaHCO;
dozunda ise polimorfizm degeri %41,68” dir. Cetinel 2000 genotipinin govde
dokusunda polimorfizm oranlar1 ise en diisiik %22 ile 10 mM NaHCO; dozunda, en
yiiksek %33,84 ile 100 mM NaHCO; dozunda belirlenmistir ve 50 mM NaHCO;

dozunda ise polimorfizm degeri %26,54 tiir.

Diger NaHCO5 uygulamalarina kiyasla Cetinel-2000 genotipinin kék dokusunda
en yiiksek polimorfizm 100 mM NaHCO5; dozunda UBC-811 ve 825 primerlerinde %80
olarak Dbelirlenmistir. Cetinel-2000 genotipinin  gévde dokusunda en yiiksek
polimorfizm 100 mM NaHCO; dozunda UBC-825 primerinde %57,1 olarak

belirlenmistir.

Kontrolle karsilatirildiginda Tir genotipinin gévde dokusunda alkali stresinde
NaHCO; uygulamasinin etkisiyle olusan yeni bantlarin molekiiler agirligi 229 bp ile
1567 bp arasinda; kaybolan bantlarin molekiiler agirlig1 ise 479 bp ile 2807 bp arasinda
degismektedir. Kontrole gore kok dokusunda alkali stresinde NaHCO5; uygulamasinin
etkisiyle olusan yeni bantlarin molekiiler agirligi 515 bp ile 2000 bp arasinda; kaybolan
bantlarin molekiiler agirligi ise 250 bp ile 2000 bp arasinda degisiklik gostermektedir.

Cizelge 4.11 Cetinel-2000 genotipinin kok ve gdvde dokularinda genomik kalip stabilite
ve polimorfizm oranlari

CETINEL-2000

KOK Givde

Doz (mM) Doz (mM)
Primer 0 10 50 100 0 10 50 100
UBC-809 100 33,3 50 50 100 83,3 83,3 83,3
UBC-811 100 60 40 20 100 75 66,6 66,6
UBC-812 100 80 60 40 100 100 85,7 71,4
UBC-825 100 60 60 20 100 429 429 429
UBC-826 100 71,4 81,6 81,6 100 88,8 88,8 66,6
GKS% 100 60,94 58,32 42,32 |100 78 73,46 66,16
POL% 0 39,06 4168 57,68 |0 22 26,54 33,84
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Cizelge 4.12 Cetinel-2000 genotipinde ISSR molekiiler markoriiyle NaHCO3 dozlarinda kontrole gore meydana gelen yeni ve kaybolan bantlarin

molekiiler agirliklart

KOK GOVDE
ISSR ) =
Primerleri ol 10 mM 50 mM 100 mM 0omM 10 mM 50 mM 100 mM
(+) 1522: 1593 1357: 1578 1380: 1564
UBC-809 6 6
0 976: 1047 976 976 1357 1509 1671
) 939: 1459; 1465,  911; 1450 506: 858; 1459: 595
2000 2000 1867
UBC-811 5 12 1205; 1544 2324
6 1465: 1867: 2807  1465; 1867 2807 IPvSSes
UBC.80 (+) , 137015402086 1529; 1855 1352: 1923 3000 3167 2850: 4169
0 2000 2000
) 14751883 14522000 00 92% O7h
UBC-825 5 7
920: 1000; 1279 _ o 920: 1000; 1279;
0 1341 920: 1000: 1279: 1341 1341
(+) 456: 1022 1067 1112 804
UBC-826 7 9
0 782: 1583 1418: 1583 739 739 565: 1479

(+/-): yeni/kaybolan bantlar
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TotalLab TL120 programu aracilifiyla elde edilen verilere dayanarak (Cizelge

4.13) GKS oraninda alkali stresinin siddetine bagli olarak bir azalig belirlenmistir.

Tir genotipinin gévde dokusunda primerlerin alkali stresi ve NaHCO; dozlarina
gore kaybolan ve yeni olusan bantlarin molekiiler agirligi kontrolle karsilastirildiginda
UBC-809 primerinde 939 bp (yeni olusan bant) ile 1442 bp (kaybolan bant); UBC-811
primerinde 695 bp (yeni olusan bant) ile 2807 bp (kaybolan bant); UBC-812 primerinde
kaybolan bant gozlemlenmezken yeni olusan bantlar 730 bp ile 1567 bp; UBC- 825
primerinde kaybolan bant gézlemlenmezken yeni olusan bantlar 913 bp ile 1397 bp
arasinda degisiklik gostermistir ve UBC-826 primerinde yeni bantlar 229 bp ve 870 bp
iken kaybolan bantlar 479 bp ve 662 bp olarak belirlenmistir. Tir genotipinin kok
dokusunda primerlerin alkali stresi ve NaHCO; uygulamasina gore kaybolan ve yeni
olusan bantlarin molekiiler agirlig1 kontrolle karsilagtirildiginda UBC- 809 primerinde
kaybolan bantlar 730 ile 1338 bp iken yeni olusan bant ise 1100 bp olarak belirlenirken;
UBC-811 primerinde kaybolan bantlar 748 ve 1338 bp iken yeni olusan bant ise 1100
bp; UBC-812 primerinde yeni olusan bant 1205 bp iken kaybolan bantlar 730 bp ile
2000 bp; UBC- 825 primerinde 515 bp (yeni olusan bant) ile 1196 bp (kaybolan bant)
ve UBC-826 primerinde yeni bant olusumu gozlemlenmezken kaybolan bantlar 250 bp

ile 785 bp arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.14).

Kontrole gore Tir genotipinin kok dokusunda en diisitk GKS degeri %59,72 (100
MM NaHCO;) en yiiksek GKS degeri %84,58 (10 mM NaHCO;) olarak tespit edilmistir
ve 50 mM NaHCO; dozunda ise GKS degeri %75,96” dir. Kontrole gore Tir genotipinin
govde dokusunda en diisiik GKS degeri %60,66 (100 mM NaHCO3) en yiiksek GKS
degeri %72,64 (10 mM NaHCO;3) olarak tespit edilmistir ve ve 50 mM NaHCO;
dozunda ise GKS degeri %63,98° dir. Tir genotipinin kok dokusunda polimorfizm
oranlar1 en diisiik %15,42 ile10 mM NaHCO5; dozunda, en yiiksek %40,28 ile 100 mM
NaHCO3; dozunda belirlenmistir ve 50 mM NaHCO; dozunda ise polimorfizm degeri
%24,04°dir. Tir genotipinin govde dokusunda polimorfizm oranlart ise en diisiik
%27,36 ile 10 mM NaHCO; dozunda, en yiiksek %39,34 ile 100 mM NaHCO5; dozunda

belirlenmistir ve 50 mM NaHCO5 dozunda ise polimorfizm degeri %36,02 tiir.
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Diger NaHCO; uygulamalarina kiyasla Tir genotipinin koék dokusunda en
yiiksek polimorfizm 100 mM NaHCO; dozunda UBC-825 primerinde %80 olarak
belirlenmistir. Tir genotipinin gévde dokusunda en yiiksek polimorfizm 100 mM
NaHCO5; dozunda UBC-825 primerinde %66,7 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.13 Tir genotipinin kok ve govde dokularinda genomik kalip stabilite ve
polimorfizm oranlar1

TIiR
KOK Govde
Doz (mM) Doz (mM)

Primer 0 10 50 100 0 10 50 100
UBC-809 100 100 83,3 50 100 83,3 66,6 50
UBC-811 100 100 25 100 100 70 80 70
UBC-812 100 71,5 71,5 71,5 100 60 40 100
UBC-825 100 80 100 20 100 66,6 33,3 33,3
UBC-826 100 71,4 100 57,1 100 83,3 100 50
GKS% 100 8458 7596 59,72 |100 72,64 63,98 60,66
POL% 0 15,42 24,04 40,28 |0 27,36 36,02 39,34
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Cizelge 4.14 Tir genotipinde ISSR molekiiler markoriiyle NaHCO3zdozlarinda kontrole gore meydana gelen yeni ve kaybolan bantlarin molekiiler

agirliklar
1SSR KOK GOVDE
) . (+-
Primerleri ¢ 10 Mm 50 Mm 100 Mm mOM 10 Mm 50 Mm 100 Mm
+) 1100 939
UBC-809 6
¢) 748 748: 1338 1408 1408; 1442 1442; 1480
1066; 1459; 1465; _ _ 596; 858; 1459;
UBC.8LL +) 2000 911; 1459; 2000 1867 L0 695
¢) 1867; 1807 1867; 2807 1205; 2324; 2807
) 1205 1360; 1567 923; 1397; 1532 '°0; 884; 942; 1360;
UBC-812 5 1549
¢) 730; 2000 1500; 2000 2000
+) 1500 515; 641 1397 913; 1135 934: 1333
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Reaktif oksijen tiirleri baslangigta aerobik metabolizmanin iiriinleriyle toksik
olarak tanimlanmigtir. ROS bitkilerde sinyal molekiilii olarak 6nemli bir rol oynar. ROS
sinyalleme biiylime, gelisme ve 0zellikle biyotik ve abiyotik stres etmenlerine yanit gibi
pek ¢ok islevi diizenler. ROS iiyeleri H,0, ve 0, gibi radikal olmayanlar, O, ve OH®
gibi serbest radikallerdir (Tanotra 2017). Alkali tolerans1 mekanizmasi iizerine yapilan
caligmalar sadece osmotik ve iyon dengesine odaklanmistir (Yang et al. 2008; Li et al.
2011). Antioksidan enzimler iizerine yapilan ¢alismalar ise olduk¢a nadirdir. Yapilan bu
calismada kontrole gore kok ve govde dokularinda H, 0, miktar1 Cetinel-2000 ¢esidinde
artan NaHCO; dozlarinda artarken, Aytin-98 ve Tir genotiplerinde ise kontrol
orneklerinden itibaren artan NaHCO5 dozlarinda azalis oldugu belirlenmistir. Yapilan
bir calismada alkali stresinin 30 mmol L*’den fazla olmasi durumunda H,O,

miktarinda 6nemli artislarini oldugu bildirilmistir (Zhang and Mu 2009).

Siiperoksit dismutaz, 05 ’yi H,0, ve 0,’ye doniistiiriir ve bitki hiicrelerini
korumada 6nemli bir rolii bulunmaktadir. Yapilan bu ¢alismada her ii¢ genotipin kdk
dokularinda SOD miktar1 NaHCO;’iin artan dozlarinda artti§i, buna karsin govde
dokularinda Cetinel-2000 ve Aytin-98 genotiplerinde yine arttigi Tir genotipinde ise
100 mM dozunda 6nemli bir azalis meydana gelmistir. POD ise Kalvin Dongiistinii
engelleyen H,0,’yi uzaklastirir. POD enzim aktivesi SOD’ta oldugu gibi kok ve govde
dokularinda Cetinel-2000 genotipinde NaHCO’iin artan dozuna baglh olarak artmistir.
Diger taraftan Tir genotipinin kontroliine gére 10 mM NaHCO3; dozunda azalis meydana
gelse de 50 mM’lik dozda tekrar artmis ve 100 mM’de ise 6nemli bir azalis meydana
gelmistir. Aytin-98 genotipinde ise kontrole gére 50 mM’lik doza kadar lineer bir artig
varken 100 mM’de Tir genotipine benzer olarak dnemli bir azalis gostermistir. Literatiir
caligmalarinda ise SOD ve POD enzim aktivitelerinin pozitif korelasyona sahip oldugu
bildirilmistir (Bai et al 2013). Cetinel-2000 genotipinin kok ve govde dokularinda bu
korelasyon SOD ve POD benzer olmustur. Bu ise literatiirii destekler bir sonugtur.
Katalaz enzim aktivitesi kok dokularinda yapilan incelemede NaHCO3;’un dozlarma
bagl olarak artig gostermistir. Diger taraftan Aytin-98 ve Tir genotiplerinde kontrole
gore 50 mM’lik NaHCO; dozuna kadar artiglar olmus, ancak 100 mM’lik NaHCO5
dozunda azalmalar gergeklesmistir. Govde dokularinda ise yine Cetinel-2000
genotipinde katalaz aktivitesi kullanilan dozlara bagli olarak artis gdstermis, diger

genotiplerde ise uygulama dozlarinda artislar ve azalislar meydana gelmistir. Diger
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taraftan calismamizdaki bulgulardan farkli olarak Adriano et al. (2005)’e gore ¢esitli
cevresel stres kosullart altinda toleransli genotiplerdeki antioksidan enzim aktivitesinin
hassas genotiplerdekinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu farkliligin muhtemel
nedeni antioksidanlarin yiiksek diizeylerine sahip bitkiler oksidatif hasara daha
dayanikli olduklar1 rapor edilmistir. Bazi aragtirmalarda strese yanit mekanizmasinda
ayni tiiriin ¢esitleri arasinda farkliliklar olabilecegi bildirilmistir. Strese bitkilerin
yanitlar ¢esitli olmakla beraber stresin uygulandigi bitkinin gelisme donemi, bitkinin

yasl, stresin siiresi ve bitkinin genotipine baglidir (Kusvuran et al. 2016).

MDA, ROS’larin neden oldugu lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir. MDA
cevresel streslerin neden oldugu oksidatif lipid yaralanmasimin yaygin kullanilan bir
markoriidiir (Kong et al 2016). Ayn1 zamanda MDA, stres sartlart altinda bitkileri stres
toleransin1 belirlemede 6nemli bir kriterdir (Yu et al. 2015). Kok dokusunda yapilan
incelemelerde alkali stresi uygulanan Aytin-98, Cetinel-2000 ve Tir genotiplerinde
kontrolle karsilastirildiginda MDA igeriginde baslangigta artiglar oldugu tespit
edilmistir. Tiim dozlarda sadece Cetinel-2000 genotipinde artislar devamli olmustur.
Aytin-98 ve Tir genotiplerinde ise 100 mM NaHCO; dozunda azalis meydana gelmistir.
Govde dokusunda ise kok dokusuna benzer sekilde Cetinel-2000 genotipinde MDA
diizeyinde artis meydana gelmis diger iki genotipte ise 100 mM NaHCO; dozunda azalig
tespit edilmistir. Bai et al. (2013) yaptiklar1 ¢aligmalarinda alkali kosullara dayanikli
Vao0-9 ve hassas olan Baiyan 5 genotiplerini kullanmistir. Bu ¢alismada her 1ki genotip
arasindaki farkin 6nemli oldugu bildirilmistir. Ayrica Vao-9’daki MDA igerigi Baiyan
5’in MDA igeriginden daha diisiik olmustur. Aytin-98 ve Tir genotiplerinin ROS’larin
zararinl azaltmak i¢in benzer potansiyellere sahip olduklarini gdstermektedir. Bu ise
MDA seviyesinin strese dayaniklilikta bir gosterge olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Benzer sekilde Zhao et al (2013) yaptiklar1 g¢alismalarinda alkali
stresine maruz birakilan sorgum bitkisinde kontrole gore stresli bitkilerde MDA
igeriginin arttig1 bildirilmistir. Zhang and Mu (2009) Lathyrus quinquenervius tuz ve
alkali stresinin ¢imlenme, biiyiime, fotosentez, iyon dengesi ve antioksidan sistem
tizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismada alkali stresinin artan dozlaridan MDA
iceriginin de arttif1 bildirilmistir. Transgenik bitkilerle yapilan ¢alismalarda ise
Arabidopsis bitkisinde asir1 ifade ettirilen MaPIP1 geni kuralik ve tuz kosullar1 altinda
azalan bir MDA igerigi gostermistir. Benzer olarak asir1 ifade ettirilen TaAQP7 (PIP2
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alt grubu aquaporin geni) ve TaAQP8 (PIP1 alt grubu aquaporin geni) transgenik tiitiin
bitkileri tuz stresi altinda yabani tip bitkilerden daha diisik MDA seviyelerine sahip
olmuslardir. Asir1 ifade ettirilen MusaPIP2;6 igeren transgenik muz bitkisinde tuz stresi
sartlar1 altinda transgenik olmayan bitkiye gore MDA seviyeleri daha diisiik olmustur
(Yu et al. 2015). Verilen bu literatiir calismalarinda stres kosullar1 altinda transgenik

bitkilerde MDA igeriginde azalma oldugu ve bu bitkilerin hassas oldugu gosterilmistir.

Yapilan element analizlerinde Na, K ve Na/K oranlar tespit edilmistir.
Potasyum oranlar1 hem kok hem de govde dokularinda uygulanan dozlara bagl olarak
azaliglar gostermistir. Potasyumun azalan oranlarinin tersine Na oranlari hem kék hem
de govde dokularinda onemli artiglar géstermistir. Na/K oranlar1 ise Na’ya benzer
olarak her iki doku tipinde de NaHCO; dozlarinda artislar gostermis olup bulunan bu
sonugclar literatiirle benzerlik gostermektedir. Zhang and Mu (2009)’ya gore 8 haftalik
slireyle yetistirilen L. quinquenervius fideleri 10 giinliik alkali stresine maruz kaldiktan
sonra siirginlerden alinan 6rneklerde artan alkali oranina bagh olarak Ca, Fe ve Na
miktarlarinda artis gozlemlenirken, K ve Mg elementlerinde azaliglar tespit edilmistir.

Na/K orani ise LSD testine gore 6nemli bulunmustur.

Calismamizda elde ettigimiz GKS oranlarindaki diisiis Na,CO5; dozlaria bagh
olarak degisiklik gostermistir. Na,CO5; dozu artikkca GKS degeri azalmistir. Olusan bu
azalmanin nedeni strese bagli olarak DNA zinciri lizerinde meydana gelen hasarlardan
ya da DNA onarim mekanizmasindaki aksakliklardan kaynaklandigi tahmin
edilmektedir. Calismamiza benzer olarak Atienzar et al (1999) DNA hasar seviyelerinin
GKS'ye yansiyabilecegi belirtmislerdir. Saleh (2016) ise tuz stresi altinda pamuktaki
DNA degisimleri ile ilgili yaptig1 calismada, bant kaybinin, genomik diizenlemelere
veya oligoniikleotit hazirlama bolgelerindeki degisikliklere neden olan mutasyonlarin
kaynak olabilecegini belirtmistir. Yeni bantlarin ortaya c¢ikmasmin ise yapisal
degisikliklerden (DNA mutasyonu, silme veya homolog rekombinasyon) sonra
oligoniikleotit primerlerine erisilebilen oligoniikleotit hazirlama bolgelerinin varlig: ile
ilgili olabilecegini gostermistir. Ayrica Dojan et al (2012), pamukta NaCl stresi altinda
GKS ile diger parametreler (kok ve yaprak biiyiimesi ve kok uzunlugu) arasinda pozitif

bir korelasyon oldugunu bildirmistir. Aly (2012) ise misir, yonca ve Sudan ¢imeni
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fidelerinde kadmiyum (Cd) konsantrasyonundaki artisla GKS degerlerinin belirgin
sekilde azaldigini bildirmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde Aytin-98, Cetinel-2000 ve Tir
genotiplerinde alkali stresine karsi farkli derecelerde dayaniklilik diizeylerinin oldugu
tespit edilmistir. Ozellikle yapilan MDA analizine gdére Cetinel-2000 genotipinin
NaHCOys ile yapay olarak olusturulan alkali kosullarin tiim dozlarina karsi hassas oldugu
diger taraftan Aytin-98 ve Tir genotiplerinin ise alkali kosullara kars1 Cetinel-2000’ne
gore daha dayanikli olduklar1 anlagilmistir. Bugday genotiplerinin alkali kosullara karsi
tepkilerinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in transkriptom analizlerinin yapilmasi

gen/genler diizeyinde bu calismadaki bulgular1 destekler nitelikte olacaktir.
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