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OZET

SOYA (Glycine max L. Merril) DOKU KULTURUNDE ANTIOKSIDAN
SAVUNMA SISTEMLERINE OKSIiDATIF STRESIN ETKIiLERI

Kuraklik, agir metal birikimi, yiiksek sicaklik, don, gibi ¢evresel stres etmenlerinden
biri olan toprak tuzlulugu iilkemizde ve diinyada; cesitli sebeplerle giin gegtikge
artmaktadir.

Tuz stresi, besinsel ve endiistriyel acidan Onemli bir tarimsal {iriin olan soyanin
(Glycine max L. Merrill) iiriin kalitesini ve verimliligini azaltan en Onemli stres
faktorlerinden biridir.

Gama radyasyonu, mutasyon islahi galismalarinda genetik varyasyonu arttirmak igin
siklikla kullanilmaktadir. Gama radyasyonu etkilesime girdigi tiim canli sistemlerde
oldugu gibi bitkilerde de strese yol agmaktadir. Farkli stres faktorlerinin meydana
getirdigi fizyolojik ve biyokimyasal etkileri tespit etmek, ileride yiiriitiilecek birgok
calisma i¢in kaynak teskil edecektir.

Calismamizda soya bitkisi doku kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda NaCl ve ¢esitli
dozlarda gama radyasyonu uygulanmistir. Uyguladigimiz tiim tuz konsantrasyonlar1 ve
radyasyon dozlar1 bitki biiyiime parametrelerinde gerilemeye sebep olmustur. Elde
edilen sonuglara gore suda ¢oziinebilir protein miktarlarinda her iki stres faktoriindeki
tim deney gruplarinda kontrole go6re artis saptanmistir. Tuz ve radyasyon
uygulamasinda askorbat peroksidaz ve peroksidaz enzim aktivitelerinin arttig1 katalaz
enzim aktivitesinin ise tuz uygulamasinda 30 mM, radyasyon uygulamasinda ise
20 Gy’den itibaren azaldig1 saptanmistir. Malondialdehit miktarlarinda ise uygulanan
tim tuz konsantrasyonlarinda kontrole gore azalis, radyasyon uygulamasinda ise
20 Gy’e kadar artis sonraki dozlarda azalis tespit edilmistir.

Vi



SUMMARY

THE EFFECT OF OXIDATIVE STRESS ON ANTIOXIDANT DEFENSE
SYSTEMS OF SOYBEAN (Glycine max L. Merrill) TISSUE CULTURE

Soil salinity which is one of the environmental stress factors such as drought, heavy
metal accumulation, high temperature, cold has been increasing day by day because of
the various reasons in our country and all around the world.

Salt stress is one of the most important stress factors that decrease soybean
(Glycine max L. Merrill) product quality and productivity which is important from the
view of nutritional and industrial terms.

Gamma radiation is also used to increase genetic variations on mutation breeding
studies. Gamma radiation causes oxidative stress on plants as it’s interacted with other
living systems. Determining physiological and biochemical effects of different stress
factors, will be very useful source for further investigations on this subject.

In our study, different concentration of NaCl and various doses of gamma radiation are
applied to soybean tissue cultures. All salt concentrations and radiation doses that we
applied caused decrease on growth parametres of plantlets. Obtained results presented
increase on soluble protein amounts of all experimental groups of both stress factors
comparing to the control. It’s determined that ascorbate peroxidase and peroxidase
enzyme activities increase on salt and radiation treatments, catalase enzyme activity
increases until 30 mM on salt treatment, although it decreases after 20 Gy on radiation
treatment. Decrease is determined for all salt concentrations on malondialdehid amounts
comparing to the coltrol, however on radiation treatment decrease is determined after
increase until 20 Gy.

vii



1. GIRIS

Glinlimiizde bir¢ok tarim alaninda ¢esitli abiyotik stres faktorleri nedeniyle iiriin verimi
ve kalitesi bakimindan 6nemli kayiplar meydana gelmektedir. Tuzluluk kuraklikla
birlikte {iriin gelisimini ve verimliligini smirlandiran en Onemli abiyotik stres
faktorlerinden biridir. Yerytiziindeki topraklarin %7’si ve sulama yapilan topraklarin
%20’s1 tuzluluk i¢in smnir deger kabul edilen degerlerin tlizerinde tuzluluk oranina
sahiptir. Tarim arazilerinde tuzluluk ve alkalilik oranlarinin artmasmin baslica sebepleri;
bilingsiz sulama, yanlis giibreleme, asir1 yagis, drenaj eksikligi, kaya¢ tipi, iklim

ozellikleri seklinde siralanabilir (Bakoglu ve Aygicek, 2005; Sincik ve dig., 2008)

Toprak tuzlulugu, bitkiler lizerinde iki sekilde etkili olmaktadir. Birincisi bitkilerin
topraktan su alimimi engelleyen ozmotik etki, ikincisi ise bitkilerdeki bazi fizyolojik

olaylar1 etkileyen toksik iyon etkisidir (Hirt, 2003; Parida ve Das, 2004).

Tuzluluga baglh olarak bitkinin transpirasyonu ve solunumunun yani sira su alimi ve
kok gelisimi de azalmaktadir. Bunun sonucunda hormonal dengede yikim meydana
gelmekte, fotosentez azalmakta, nitrat aliminin diismesi sonucunda protein sentezinde
azalma goriilmekte ve bitki boyu kisalmaktadir. Bu durum bitkilerin yas ve kuru
agirhigini etkilemekte, ¢icek sayisini azaltmakta ve sonug olarak veriminin azalmasina

sebep olmaktadir (Cigek ve Cakirlar, 2008; Iliev ve dig., 2009; Doganlar ve dig., 2010).

Tuzlulugun Onemli etkilerinden biri de reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu
arttrmasidir. Bu reaktif oksijen tilirevlerine karsi bitkiler herhangi bir koruma
mekanizmas1 gelistirmedikleri taktirde reaktif oksijen tiirevleri proteinler, membran
lipitleri, niikleik asitler ve klorofil gibi hiicre komponentlerine zarar verirler (Parida ve
Das, 2004; Mahajan ve Tuteja, 2005; Smirnoff, 2005; Ci¢ek ve Cakirlar, 2008; Parvaiz
ve Satyawati, 2008).

Stres altindaki canlilarin genelinde oldugu gibi bitkiler de stres karsisinda reaktif

oksijen tilirevlerinin zararsiz  bilesenlere  dOniistiirlilmesini  saglayan direng



mekanizmalart gelistirmislerdir. Bu direng mekanizmalar1 enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemleri olarak ikiye ayrilir. Bitkilerin enzimatik
antioksidan savunma sistemini olusturan baslica antioksidan enzimler; superoksit
dismutaz, peroksidaz, katalaz, askorbat peroksidaz vb. dir. Ayrica bitkilerin yapilarinda
strese karsi biriktirdikleri enzimatik olmayan ozmoprotektan molekiiller ise; prolin,
glisin betain, askorbat, glutatyon, o—tokoferol, p-karetenoid vb. dir (Parida ve Das,
2004; Mahajan ve Tuteja, 2005; Smirnoff, 2005; Cigek ve Cakirlar, 2008; Parvaiz ve
Satyawati, 2008).

Gama radyasyonu, insan kaynakli niikleer kazalar olugsmasi haricinde bitkinin yasam
ortaminda dogal yollarla karsilasabilecegi bir stres faktorii degildir. Ancak giintimiizde
basta klinik uygulamalar ve mutasyon islah1 ¢alismalar1 olmak {izere bir¢ok alanda
gama radyasyonu c¢esitli amaglar dogrultusunda canli sistemlere uygulanmaktadir

(Lehnert, 2007; Morita ve dig., 2009).

Iyonizan radyasyon kapsamina giren gama radyasyonu etkilesime girdigi canli veya
cansiz tiim sistemlere yiiksek miktarlarda enerji transfer eder. Bu enerji aktarildigi
biyolojik yap1 iizerinde direkt olarak fiziksel zararlara yol agabildigi gibi, canli
sistemlerin ¢ok biiylik bir kismini olusturan su molekiilii iizerinden de g¢esitli
reaksiyonlarla araciligi ile reaktif oksijen tiirevlerini olusturabilir. Metabolizma ig¢in
istenmeyen zararli reaksiyonlar1 olusturma potansiyelleri ¢ok yiliksek olan bu tiir
molekiil ve radikaller, radyasyonun canli sistem tizerindeki dolayli etkisini meydana
getirirler. Bitkilerin tuzluluk, kuraklik, sicaklik, don gibi ¢evresel abiyotik stres
etmenlerine karsi gelistirmis olduklar1 enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
savunma mekanizmalari, radyasyona maruz kalinmasi durumunda da devreye girer
(Ozalpan, 2001; Lehnert, 2007; Hameed ve dig., 2008a).

Mutasyon 1slahi; ¢esitli 6zellikler bakimindan iistiin bitki ¢esitleri gelistirmede gerekli
olan genetik varyasyonlarin elde edilmesi agisindan bitki 1slahgilarina biiyiik avantajlar
saglamaktadir. Ozellikle biyoteknolojinin hizla ilerlemesi ile in vitro tekniklerin
mutagenlerle beraber kombinasyonu, bitkilere istenilen 6zelliklerin kazandirilmasinda
ve elde edilen genotipin daha kisa siirede ¢ogaltilarak seleksiyonuna imkan vermektedir.

Fiziksel bir mutagen olan radyasyonun bitki {izerinde meydana getirdigi oksidatif



zararlanmalarin ve bu zararlanmalara karsi gelistirilen ¢esitli mekanizmalarin tespit
edilmesi, gelecekte ¢esitli stres kosullarina karsi direngli bitkileri elde etmek amaci ile

yiiriitiilecek mutasyon 1slahi ¢aligsmalar1 i¢in kaynak teskil edecektir (Yaycili, 2009)

Bu calismada iilkemizde yetistirilen Adasoy soya cesidine ait kiiltiirlerde tuz ve
radyasyon streslerinin biyokimyasal ve fizyolojik etkilerini belirlemek amaglanmistir.
Bu amagla Adasoy c¢esidine ait kiiltiirlere ¢esitli dozlarda gama radyasyonu ve farkli
konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanmis ve kiiltlir ortaminda rejenere olmus bitkilerin
ortalama bitki boyu ve taze agirligi, suda ¢6zilinebilir protein miktarlari, antioksidan
enzimlerden Kkatalaz, peroksidaz ve askorbat peroksidaz aktiviteleri, lipid
peroksidasyonunun bir belirteci olan malondialdehit miktarinda meydana gelen

farkliliklar1 ortaya konmustur.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SOYA FASULYESI (Glycine max. L. Merrill)

Leguminosae baklagiller familyasina dahil tek yillik bir bitki olan soya fasulyesi
(Glycine max L. Merrill), diinya tariminda yag iretimi amaciyla yetistirilen kolza,
pamuk, fistik, ay¢igegi gibi bitkiler arasinda % 57’lik oraniyla ilk sirada yer almaktadir.
Igerdigi % 20 oramindaki yagmn yam swra yapisinda % 40 oraminda protein,
% 35 oraninda karbonhidrat, % 5 oraninda lif, ¢esitli mineral ve vitaminler, lesitin, folik
asit ve isoflavonlar gibi ¢esitli yararli molekiilleri bulunduran soya fasulyesi, bu
ozelliginden dolayr besin, yem ve endiistrinin farkli kollarinda 200’¢ yakin kullanim
alanina sahiptir (Bakoglu ve Aygigek, 2005; Jenks, 2007; Sincik ve dig., 2008;).

Soya fasulyesi (Glycine max L. Merrill) Leguminosae familyasina ait, diploit halde
20 kromozomu bulunan bir bitkidir. Yaklasik olarak 1,1 Mbp’den olusan genomu ile
soya; Arabidopsis’ten yaklasik olarak 7,5 kez, piringten 2,5 kez biiyiik, bugdaydan ise
yaklasik olarak 14 kez kiigiik bir genoma sahiptir. Giiniimiizde ekimi yapilan soya
fasulyesinin (Glycine max L. Merrill) k6keni yabani tip soyanin (Glycine soja Seib. et
Zucc.) antik Cin’de yaklagik olarak 5000 y1l 6nce 1slah edilmesine dayansa da, Cin’den
diinyaya yayilmasi ¢ok hizli olmamistir. Japonya, Kore gibi Cin’e yakin iilkelerin soya
fasulyesi (Glycine max L. Merrill) ile tanigmasi giiniimiizden 2000 yil Oncesine
dayanirken, Kuzey Amerika bu iiriinii ilk kez 1765 yilinda tanimmistir. Ulkemizde ise
soya yetistiriciligi ilk olarak 1940 yilinda Karadeniz Bolgesi’nde baglamstir.
Glinlimiizde diinya soya iretimi swalamasinda A.B.D. % 33’likk oranla basi
cekmektedir, daha sonra % 28’lik oranla Brezilya, % 21°lik oranla Arjantin ve % 6’lik
oranla Cin, Amerika’y1 takip etmektedir. (Bakoglu ve Aygicek, 2005; Jenks, 2007;
Sincik ve dig., 2008; The American Soybean Association, 2010; USDA, 2010).

Baklagiller familyasindan olan soya fasulyesi (Glycine max L. Merrill) diinya yemeklik
yaglarmin 1/3’linii, protein kaynaklarmin ise 2/3’tinii karsilamaktadir. Yap1 malzemesi,
plastik hammaddesi, baski miirekkebi bileseni, boya hammaddesi, hidrolik yag1
hammaddesi, kozmetik malzeme bileseni, farmasotik madde kaynagi, soya-dizeli

kaynag1 olarak da endiistrinin ¢ok ¢esitli kollarinda 6nemli rollere sahiptir. Soya yaginin



doymamis yag asidi/doymus yag asidi oranmin diger bitkisel yaglarla
karsilastirildiginda 5,7 gibi yiliksek bir degerde olmasi ve faydal yag asitlerini igermesi
seker, koroner kalp ve damar sertligi gibi hastaliklar1 olan kisilere dnerilmesine yol
acmaktadir. Ca, Fe, ve Zn elementleri, B ve E vitaminleri bulunduran soya yag1 ve
degerli aminoasitleri iceren soya proteini yiikksek besleyicilige sahiptir. Soya, besin
olusturan kismi1 alindiktan sonra geriye kalan kiispesinin hayvan yemi veya yem katkis1
olarak kullanilabilmesi ile de olduk¢a degerli bir tiriindiir. Soya fasulyesi (Glycine max
L. Merrill) bir baklagil bitkisi olmasi nedeniyle kok nodiillerinde simbiyont olarak
yasayan Rhizobium (Bradyrhizobium) japonicum bakterisi sayesinde uygun kosullarda
senede 30 kg/da azot fikse edebilmektedir. Bu sekilde hem giibrelemeye gerek
kalmadan dogal yollardan azot ihtiyacini karsilayabilmekte hem de kendisinden sonra
ekilebilecek bitkiler i¢in azot¢a zengin topraklar birakabilmektedir. Ayrica iilkemizde
Ege, Akdeniz ve GAP’mn devreye girmesi ile Giineydogu Anadolu bolgelerinde tahil
hasadindan sonra ikincil iirlin olarak yetistirilebilmesinden dolay: biiyiik bir tarimsal
oneme sahiptir. Ulkemizde soya tarmi icin en ideal bdlgeler Karadeniz ve Marmara
olarak ifade edilirken, soya liretimimizin biiyiik ¢ogunlugu % 78 gibi bir oranla
Cukurova Bélgesi’nde yapilmaktadir. Ulkemiz 1987 yilinda 250.000 ton soya iiretmis
iken bu deger 2004 yilinda 50.000 tona kadar diismiistiir (Bakoglu ve Ayg¢icek, 2005;
Jenks, 2007; Tayyar, 2007; Sincik ve dig., 2008).

Ulkemizde soya iiretiminin arttirilmasi; toprak verimliligimizin giibre kullanimma gerek
kalmadan korunmasi ve devam ettirilmesi i¢in gerekli oldugu kadar, ayn1 zamanda
yilksek olan bitkisel yag ihtiyacimizin karsilanmasi ve yiiksek olan ithalatimizin
diistiriilmesi i¢in de 6nemli oldugu ortadadir. Bu sebeple soya fasulyesinin iilkemizde
iiretiminin uygun oldugu bolgelerde karsilasabilecegi abiyotik stres kosullar1 simdiden
tespit edilmeli ve bu abiyotik stres kosullar1 karsisinda bitkinin ortaya koydugu
savunma sisteminin mekanizmasi incelenmelidir. Ulkemizde ve diinyada gesitli stres
kosullarina dayanikli bitki ¢esitleri gelistirmek amaci ile in vitro teknikler ve radyasyon
uygulamalar1 siklikla kombine edilmektedir. Radyasyon; bitki 1slah1 ¢aligmalarinda
klasik 1slah yolu ile ¢ok uzun siirelerde, daha kiilfetli olarak gelistirilebilecek genomik
varyasyonu kisa siirelerde saglamasi acisindan 6nemlidir. Bu bakimdan radyasyonun
soya bitkisi lizerinde meydana getirdigi fizyolojik degisikliklerin radyobiyolojik agidan

degerlendirilmesi ve ayrica basta tuzluluk olmak iizere iilkemiz soya c¢esitlerinin



gelecekte karsilasabilecekleri cesitli stres kosullarmma karsi yiiriitiillecek olan ¢esitli
mutasyon islahi1 caligmalar1 gittikce 6nem kazanmaktadir. (Bayar ve Yilmaz, 2004;
Bakoglu ve Aygigek, 2005; Sincik ve dig., 2008)

2.2. TUZ STRESI

Bitkiler bulunduklar1 ortamdan dolay: siirekli olarak biyotik ve abiyotik ¢evresel stres
faktorlerine maruz kalirlar. Bitkiler; kuraklik, tuzluluk, agir metaller, siddetli 151k, diistik
ve yiiksek sicaklik, besin yetersizligi, radyasyon gibi abiyotik ve gesitli patojenlerin
olusturdugu biyotik stres faktorlerinin bir veya birden fazlasina maruz kaldiklarinda
metabolik faaliyetlerinde degisiklikler olusur. Tuz stresi, su aliminda azalma,
transpirasyon oraninda degisim, fotosentezde ve azot asimilasyonunda azalma, biiyiime
inhibitorlerinin birikmesi ve metabolik toksisite, gen ekspresyonlarinin ve protein
sentezinin degigmesi, 6nemli makromolekiillerin yikimi, yasamsal enzimlerin aktivite
kaybi, membran sistemlerinin organizasyonunun bozulmasi gibi degisiklikler biiyiime
ve gelisimi olumsuz yonde etkileyerek tirtin verimliligini diistirmektedir. Ayni zamanda
stres uzun siire devam eder veya stres miktar1 agir1 degerlere ulasir ise, bitkiyi 6liime

kadar gotiirebilmektedir (Hirt, 2003; Parida ve dig., 2004; Rao, 2006).

Tungturk ve calisma arkadaslar1 (2008) 12 soya ¢esidi ile yaptiklar1 calismada 150 mM
tuz konsantrasyonunun bitkinin ortalama kuru agirligi ve ortalama bitki boyu gibi

bliylime parametrelerini tuz toleransina bagli olarak azalttigini rapor etmislerdir.

Soussi ve ¢alisma arkadaslar1 (1998) nohut bitkisine 100 mM konsantrasyona kadar tuz
stresi uyguladiklarinda prolin miktarmin, total amino asit miktarlarinin, fotosentez ve
azot fiksasyonunun azaldigini, buna bagl olarakta bitki ortalama kuru agirligi gibi

biiylime parametrelerinde azalma gozlemlendigini rapor etmislerdir.

Hameed ve ¢aligma arkadaslar1 (2008b) iki bugday ¢esidine 5, 10 ve 15 dS m™ tuz stresi
uygulamig sonu¢ olarak ortalama bitki boylarinin tiim bitkilerde uygulanan her
konsantrasyonda azaldigmni, ortalama bitki agirliginin ise bir varyetede degismedigini

digerinde, 10 dS m™ tuzluluk degerinden itibaren azaldigin bildirmislerdir.



Diinyada o6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde iiriin verimliligini ve kalitesini
olumsuz yonde etkileyen abiyotik stres faktorlerinin en dnemlilerinden olan tuzluluk;
topragin en st katmanlarinda suda ¢ozlinen tuzlarin birikmesi durumudur. Elektrik
iletkenligi (ECe) 4 dS m™ iizerinde olan topraklar tuzlu olarak kabul edilmektedir. Fakat
bitkiler i¢in zararl etkilerin baglayabilecegi esik deger; bitki tiirleri ve hatta ayni tiirlin
farkli gesitleri arasinda degiskenlik gosterebilmektedir. Ayrica topragm yagis rejimi ve
iklim kosullar1 gibi gesitli etmenlerden de etkilenmektedir. Toprak tuzlulugunun baslica
nedenleri arasinda; sulamada diisiik kalitede sularm kullanilmasi, sulama alanlarinda
uygun olmayan drenaj, sahil bolgelerinde deniz suyunun firtinalarla topraga karigmasi,
kurak ve yar1 kurak bolgelerde yetersiz yagis nedeni ile ylizeysel tuzlarin yeterli
yikanamamasi, asir1 ve yanlis giibre kullanimi gosterilebilir. Bu sebepler dogrultusunda
artan toprak tuzlulugu; tarihte Stimerler gibi bazi medeniyetlerin kitlik nedeni ile
coOkiisiine sebebiyet vermis, gliniimiizde ise, diinya topraklarinin % 7’sine, sulama
yapilan alanlarin % 20’sine, ekim yapilan alanlarin % 23’iine ve besinsel amagli ekim
yapilan alanlarin % 50’sine hakim olmustur. Her y1l yaklasik olarak 10 milyon hektar
ekilebilir alan sekonder tuzlulugun olumsuz etkileri nedeni ile tarim i¢in uygunsuz hale
gelmekte ve 2050 yilina kadar diinyadaki ekilebilir topraklarm % 50’sinin tuzluluktan
etkilenecegi tahmin edilmektedir. (Narita ve dig., 2004; Pareek ve dig., 2007;
Chinnusamy ve Zhu, 2006; Pan ve dig., 2006; Sonmez ve Sonmez, 2007; Dogan ve
Saygideger, 2009).

Tuz stresine karsi toleranslarina gore bitkileri, halofitler ve glikofitler olarak iki ana
gruba aymrmak miimkiindiir. Topraktaki tuzluluk orami % 0,01°i astiginda, glikofit
grubuna dahil olan bitkilerin bliylime ve gelisimleri gerileme gosterir. Halofit grubuna
dahil olan bitkiler ise, % 2 — 6 civarindaki toprak tuzluluklarinda ideal bigimde
gelisebilmekte ve topragmn tuzluluk oran1t % 20’ye ulagsa dahi canliliklarim
koruyabilmektedirler. Diinyada besin amagli ekimi yapilan bitki tiirlerinin hemen hepsi
glikofit grubuna dahildir ve tuzluluga kars1 hassastir. Cesitli tarimsal bitkilerin tuzluluga
kars1 toleranslarini tespit etmeye yonelik yapilan ¢aligmalar; tiirler arasindaki tuzluluk
toleranslarmin degiskenlik gosterebilecegini ortaya koymustur. Ayrica ayni tiirlin
degisik varyeteleri arasinda da farkliliklar tespit edilmistir (Hirt, 2003; Rao, 2006;
Doganlar ve dig., 2010).



Tuzluluga karsi tolerans; fotosentez, solunum, su alim etkinligi, hiicre zar1 — hiicre
duvari etkilesimi, yapisal kromozom degisiklikleri gibi temel yasamsal siireclerin gesitli
biyokimyasal yollarmin degistirilmesiyle korunmasina bagldir. Bitkilerin tuz stresine
kars1 gelistirmis olduklar1 bu biyokimyasal degisiklikler arasinda; segici iyon alim1 veya
iyonlarin hiicre digina atilmasi, iyonlarin kokten alimmi ve yapraklara tasimmmasmi
diizenlemek, hiicresel ve tiim bitki diizeyinde iyonlarin kompartimanlagtirilmasi, cesitli
ozmoprotektanlarin sentezi (osmotin gibi proteinler; prolin, ektoin gibi amino asitler;
glukoz, fruktoz, sukroz, fruktanlar gibi sekerler; spermin, spermidin, glisin betain gibi
poliaminler; karotenoid, antosiyanin, betalain gibi pigmentler), fotosentez yollarmin
degistirilmesi, membran yapisinin farklilagsmasi, ¢esitli antioksidan enzimlerin
(peroksidaz, askorbat peroksidaz, katalaz, stiperoksit dismutaz, gliitatyon rediiktaz gibi)
ve bitki hormonlarinin tretilmesi siralanabilir (Ashraf ve Harris, 2003; Hirt, 2003;
Parida ve Das, 2004; Rao, 2006).

Cigek ve Cakirlar (2008) yaptiklar1 calismada 6 soya c¢esidine 4 farkli konsantrasyonda
tuz stresi uygulamis, sonug olarak glutatyon rediiktaz ve peroksidaz enzimlerinin soya
bitkisinde artig gosterdigini askorbat peroksidaz enziminin ise, azaldigini rapor

etmislerdir.

Kaymakanova ve Stoeva (2008) 100 mM tuz uyguladiklar1 fasulye bitkisinin 3 farkli
cesidinde su alim etkinliginin, stoma gegirgenliginin transpirasyon oraninin azaldigini

bildirmislerdir.

Othman ve c¢aligma arkadaslar1 (2006) arpa bitkisinin 12 farkli ¢esidi ile yirittiikleri
calismada 100, 200 ve 300 mM konsatrasyonlarinda tuz stresi uyguladiklar1 bitkilerde
bitki rejenerasyonunda ve iyon ahminda degisimler tespit etmislerdir. Ozellikle Na*

iyon alimmin 6nemli artiglar sergiledigi, K iyon aliminim ise azaldig1 rapor edilmistir.

Normal gelisim siireglerinin vazgegilmez bir pargast olan iyon almi ve
kompartimanlagmasi; tuzluluk stresi swrasinda bozulan hiicre igi iyon dengesini
saglamasi1 agisindan son derece dnemlidir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamaya

adapte olmus halofit bitkiler bile, yiiksek konsantrasyonda tuzu sitoplazmada tolere



edemezler ve hiicre i¢i iyon dengesini saglamak i¢in vakuollerinde veya bitkinin g¢esitli
dokularinda tuzu biriktirerek daha sonra 6len bu dokuyu bitkiden uzaklastirirlar. Bitkiler
vakuollerindeki iyon dengesini saglamak igin sitoplazmada diisiik molekiil agirlikli
cesitli ozmoprotektanlar1 biriktirirler. Bu ozmoprotektanlar normal biyokimyasal
reaksiyonlara katilmazlar, bunun yerine biyokimyasal reaksiyonlarda suyun yerini
alirlar. Ozmoprotektanlarin genel fonksiyonlar1 arasinda; CO; asimilasyonu, saperon
olarak gorev alma, stres tarafindan uyarilan oksijen tiirevlerinin yokedilmesi, ozmotik
diizenleme, karbon ve azot depolama, hiicresel makromolekiillerin korunmasi, hiicresel
pH’mn ayarlanmasi, hiicre detoksifikasyonu sayilabilir (Ashraf ve Harris, 2003;
Chinnusamy ve Zhu, 2006; Rao, 2006; Parvaiz ve Satyawati, 2008)

Hiicre digi alan:

-iyonlanin uzaklastinimas:
-iyonlann disarida tutulmasi
-Hiicre duvan modifikasyonlan

Sitosol ve Organel Alan:

- Bitki bilylime diizenleyicilerinin diizenlenmesi
- Ozmoprotektanlann dretilmesi
- iyonlanin kempartmanlastinimasi

- Ozmotik Dengeleme

-Serbest radikallerin yokedilmesi

- iyon segiciligi

- Proton pompalarinin devreye girmesi

Yakvolar Alan

- iyon (sodyum, kalsiyum) depolanmasi
- iyon (potasyum) uzaklastirilmasi

- Ozmotik diizenleme

- Proton gradiyentinin saglanmasi

Sekil 2.1: Cesitli hiicresel kisimlarda tuz stresine karsi gelistirilen mekanizmalar.

Garcia ve ¢alisma arkadaslar1 (1997) celtik bitkisi ile yiiriittiikleri calisamada %1 NaCl
iceren besiyerlerinde yetistirdikleri siirgiinlerde inositol, sitrat, malat, askorbat, sorbitol,

mannitol gibi ozmoprotektanlarin artis gsterdigini rapor etmislerdir.
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2.3. RADYASYON

Enerji yiikli partikiillerin veya enerji dalgalarinin uzayda yayilimi olarak tanimlanan
radyasyon iyonizan ve iyonizan olmayan radyasyon olarak ikiye ayrilmaktadir.
Etkilesime girdigi atom veya molekiiliin orbitalinden elektron koparabilecek diizeyde
enerjiye sahip olan radyasyon tiiriine iyonizan radyasyon adi verilir. EKzitasyonlara da
sebebiyet verebilen iyonizan radyasyon, partikiiler ve elektromagnetik olmak tizere iki
gruba ayrilir. Biyolojik sistemlerle yapilan ¢alismalar ve klinik uygulamalarin bir¢ogu
elektromagnetik radyasyon kapsamma giren X-iginlarim1i ve y-ismlarmi  kullanir

(Ozalpan, 2001; Lehnert, 2007; Morita ve dig., 2009).

Radyasyonun tiim cesitleri canli sistemlerle etkilesime girdiginde yollar1 {izerinde
bulunan hiicre membrani, DNA gibi yapilarla direkt olarak etkilesime gegerek
yapilarinda degisiklige sebep olabilir. Radyasyonun canlida olusturdugu biyolojik
etkiler canl tarafindan absorbe edilen enerjinin bir fonksiyonudur. Radyasyon basta
oksijen ve su olmak tizere gesitli atom ve molekiillerle etkilesimde bulunabilir. Bu
etkilesimler 6nemli hedeflere zarar verebilen serbest radikallerin olusumuna sebep
olurlar. Radyasyonun bu etkisi dolayl etki olarak adlandirilir (Sekil 2.2) (Ozalpan,
2001; Lehnert, 2007; Morita ve dig., 2009).

aq
Radyasyonun Dolayli

Elektron Etkisi

Radyasyonun Direkt
Etkisi

Sekil 2.2 : Radyasyonun direkt ve dolayl etkisi (Lehnert, 2007).
Hiicre membranin1 olusturan ¢ift katmanli lipid tabakasmnin bazi karbon atomlar1
hidroksil, hidrojen ve oksijen radikallerinin olusturdugu etkilesimlere kars1 hassastir. Bu
radikaller hiicre membraninda lipid peroksitlerin olugmasina sebep olarak hiicre

membranmin kiiciik molekiillere ve bazi iyonlara karst olan gegirgenligini arttirirlar.



11

Hiicre i¢i iyon dengesinde kontrolsiiz bir degisiklie neden olan bu durum hiicreleri
Oliime siirikler. Radyasyona maruz kalinmasi ile direkt olarak tek veya g¢ift zincir
kirilmalar1 olusabilecegi gibi, son derece reaktif olan hidroksil radikalinin etkilesimleri
sonucu baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, proteinlerin oksidasyonu sonucu
proteolitik yikim apiirinik ve apirimidinik bolgelerin olusmasi gibi zararlanmalar da
meydana gelir. (Ozalpan, 2001; Lehnert, 2007; Hameed ve dig., 2008a).

Hameed ve ¢aligma arkadaslar1 (2008a) nohut bitkisinin iki farkli ¢esidine uyguladiklari
100 — 1000 Gy arasindaki gama radyasyonu dozlarinda, lipid peroksidasyonunun canli
sistemlerdeki belirteci olan malondialdehit miktarin1 6lgmiisler ve sonug¢ olarak bitki
cesidine bagli olarak 700 ve 1000 Gy gama radyasyon dozlarinda ilk dozlara oranla 3
kat arttigin1 bildirmislerdir.

Hiicrelerin radyasyon duyarliligmi hiicre dongiisiiniin ¢esitli sathalarinda tespit etmeye
yonelik yapilan ¢aligmalar, hiicrelerin mitotik evrede radyasyondan en yliksek diizeyde
etkilendigini ortaya koymustur. Mitotik evrede nukleus membrani ortadan kalkmis ve
kromatin materyali kromozomlar1 olusturmak iizere fonksiyonel katlanmalarini
meydana getirmektedir. Basta histon proteinleri olmak iizere DNA’ya baglanan suda
eriyebilen cesitli proteinler ve poliaminler DNA’y1 kirilmalara kars1 korumaktadirlar.
Bu proteinler ile fonksiyonel katlanmalarmi tamamlayamadan radyasyona maruz kalan
kromatin materyalinde, tek vurus inaktivasyonu ile kromatin kirilmalar1 daha kolay
gerceklesebilmektedir. Yapilan ¢calismalar hiicrelerin radyasyon hassasiyeti ile kromatin
kondensasyonu arasinda ters oranti tespit etmis, kromatin kondensasyonu arttik¢a
radyasyonun meydana getirdigi kromatin zararlanmalar1 azalmistir (Ozalpan, 2001;
Lehnert, 2007).

Radyasyonun hiicreler tizerindeki zararh etkilerinden bir digeri olusturdugu kromozom
aberasyonlaridir. Olusan bu aberasyonlar hiicrenin radyasyona maruz kaldigi hiicre
dongiisii sathasmna bagli olarak kromozom veya kromatit aberasyonu seklinde ortaya
¢ikabilirler. Interfazin erken safhasinda maruz kalman radyasyon kromozom tipi
aberasyona sebep olur. Kromozomdaki bu aberasyon, S fazinda kromozomun replike
olmasi sonucu ayni1 bolgede iki kardes kromatitide etkileyecektir. Radyasyona maruz

kalinan hiicre boliinmesinin sathasmna bagli olarak kromozomlarda simetrik veya
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asimetrik translokasyonlar, inversiyonlar, delesyonlar ve disentrik kromozom, halka
kromozom gibi yapilar1 olusabilir. DNA replikasyonunun tamamlandigit S ve G;
fazlarindan sonra maruz kalinan radyasyonda bir kromozomun yalnizca bir kromatidi
zarar goriir ve kromatit tipi zararlanma ortaya ¢ikar. Radyasyona maruz kalmasi sonucu
genotipte meydana gelebilecek bu degisiklikler bitkilerin fenotipinde fide boyunda
kisalik, yapraklarda klorofil yikimlari, kdklenmede gerileme gibi degisiklikler ortaya
cikar ve bitki verimliligi ciddi oranda etkilenebilir (Alikamanoglu, 2000; Alikamanoglu
ve dig., 2007).

2.4. OKSIDATIF STRES VE REAKTIF OKSIJEN TUREVLERI

Oksijen; aerobik solunum yapan tiim canlilar i¢in oldugu kadar bitkiler igin de biiyiime

ve gelisme i¢in gereklidir. Hiicre igerisinde fotosentez esnasinda elektron transfer zinciri
basta olmak iizere molekiiler oksijen siirekli olarak stiperoksit radikali (O, singlet

oksijen (*Oy), hidrojen peroksit (H20,) gibi reaktif oksijen tiirevlerine (ROT) indirgenir.
Normal fizyolojik durumlarm disinda bir stres faktorii ile karsilasildiginda bu
molekiillerin hiicre icerisinde artmasi ve ¢esitli hiicre ici bilesenleri ile etkilesimleri,
hiicreleri 6liime gotiirebilecek diizeyde zararlanmalara sebep olabilir. Cesitli fizyolojik
stiregler sonucu meydan gelen reaktif oksijen tiirevlerini ortadan kaldirmak icin
Ozellesmis antioksidan mekanizmalar (siiperoksit dismutaz, gliitatyon peroksidaz,
katalaz gibi enzimler, mannitol, prolin gibi ozmoprotektanlar ve askorbik asit,
gliitatyon, thioredoksin, karotenoidler gibi antioksidan bilesikler), hiicre igerisindeki
redoks dengesini saglarlar. Bitkiler bu dengeyi bozacak biyotik veya tuzluluk, kuraklik,
sicaklik, besin eksikligi, radyasyon gibi abiyotik c¢evresel stres kosullarma maruz
kaldiklarinda bu streslerin ikincil bir etkisi olarak oksidatif stres ortaya ¢ikar (Arora ve
dig., 2002; Grene 2002; Parida ve Das, 2004; Smirnoff, 2005; Chinnusami ve Zhu,
2006).

Stres altinda bulunmayan bitkilerde gerceklesen metabolik siireglerde oksijenin dort
elektronu, mitokondride sitokrom oksidaz enzimi tarafindan indirgenir ve iiriin olarak su
olusur. Eger oksijenin tek bir elektronu indirgenirse siiperoksit radikali (O, aciga ¢ikar.

Siiperoksit radikali solunum zincirinde; NADH dehidrogenazin flavoprotein kisminda

ve ubikinon — sitokrom agsamasinda olmak tizere iki asamada ortaya ¢ikar. Kararsiz bir
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molekiil olan siiperoksit, tekrar molekiiler oksijene veya siiperoksit dismutaz enziminin
aracilig1 ile hidrojen peroksite (H.O;) doniigebilir (Grene, 2002; Smirnoff, 2005;
Lehnert, 2007).

O, ¢, 0 ¢ HO, ¢, OH%+OH _¢, 2H,0

2HH I+

Stiperoksitin, lipid membranlardan gecebilme 06zelligi olmamasindan dolay1 etKisi
tiretildigi hiicre bolimii ile siirhidir. Hidrojen peroksit (H20,) ise yiiksiiz bir molekiil
olmasindan dolay1 hem su, hem de lipid molekiillerine difiize olabilir. Siiperokside gore
daha uzun bir yarilanma 6mriine sahiptir ve yiiksiiz oldugundan siiperoksitin aksine
membranlardan gegebilir, ge¢is metalleri ile etkilesimi sonucu hidroksil radikali gibi
diger reaktif oksijen tiirevlerinin olusmasinda goérev alabilir. Daha az reaktif olan
siiperoksit ve hidrojen peroksit (H,0,) etkilesime girerek demir, bakir gibi gegis
metallerinin aracilig1 ile Haber — Weiss veya Fenton reaksiyonlarini baslatarak hidroksil
radikalini (OH") olusturabilirler (Arora ve dig., 2002; Grene, 2002; Smirnoff , 2005)

Fe?* + H,0, — Fe** + OH + OH Fenton reaksiyonu

H,0, + O, — O, + OH + OH' Haber-Weiss reaksiyonu

Hidroksil radikali hiicredeki en reaktif oksijen tiirevidir. Kisa Omiirlidiir ve etki
etmeden Once en fazla 4 nm uzakliga ulasabilir. Lipid peroksidasyonuna sebebiyet
vermenin yaninda, basta DNA ve proteinler olmak iizere bir¢ok molekiil ile etkilesime
girerek zararlanmalar meydana getirir. Oksidatif stres esnasinda olusan bu serbest
radikaller hiicre membranindaki lipidlerle etkilesime gegerek lipidlerin metilen gruplari
arasinda bulunan baglardan elektron koparirlar. Bu lipid peroksidasyonu reaksiyonunun

son Uriinlerinden biri malondialdehitdir. Serbest radikallerin aktiviteleri ile orantili
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olarak sitosolde miktarinin artmasit malondialdehiti oksidatif stres i¢in bir biyomarkor
durumuna getirmistir (Arora ve dig., 2002; Parida ve Das, 2004; Smirnoff , 2005;
Sunkar, 2010).

2.5. ANTIOKSIiDAN SAVUNMA MEKANIZMASI

Bitkiler siirekli olarak maruz kaldiklar1 ¢evresel stres faktorleri sonucu hiicre igerisinde
olusan reaktif oksijen tiirevlerine karsi evrimsel siirecte bazi antioksidan savunma
mekanizmalar1  gelistirmiglerdir. Hiicresel antioksidan savunma mekanizmalari
enzimatik antioksidan sistem ve enzimatik olmayan antioksidan sistem olmak iizere iKi
gruba ayrilir. Enzimatik antioksidan sistem igerisinde siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz, glutatyon peroksidaz, GSH-baglantili diger
enzimler (glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz) ve thioredoksin sayilabilir.
Enzimatik olmayan antioksidan sistemde ise, diisiik molekiil agirlikli ozmoprotektanlar
olan amino asitler (prolin, glisin betain vb...), basit sekerler (fruktoz, glukoz vb...),
vitaminler (askorbik asit, a-tokoferol vb...) siwralanabilir (Arora ve dig., 2002;
Grene, 2002; Parida ve Das, 2004; Smirnoff, 2005; Parvaiz ve Satyawati, 2008;).

Metabolik siire¢ igerisinde meydana gelen siiperoksit molekiilii SOD enziminin kataliz
ettigi reaksiyon sonucu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriiliir (Arora ve
dig., 2002; Grene, 2002; Candan ve Tarhan , 2003; Parida ve dig., 2004;
Smirnoff, 2005; Parvaiz ve Satyawati, 2008;).

2(}5 + 2H I Hz()z T (:}2

Katalaz hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene pargalandigi peroksizomlarda
bulunan, demir igeren bir enzimdir. Asil gérevi hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve
su molekiiliine pargalamak olan katalaz, ayn1 zamanda alkolleri ve fenol bilesiklerini de
hiicreye zararsiz hale getirir. Ayrica NADPH enzimine baglanarak bu enzimin inaktif
hale gegmesini de onler. (Arora ve dig., 2002; Grene, 2002; Parida ve Das, 2004;
Smirnoff, 2005; Parvaiz ve Satyawati, 2008).
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2H,05 — O5 + 2H,0

Cesitli peroksitleri pargalama gorevini {istlenen katalaz enzimi kloroplastlarda
bulunmaz. Bu organelde olusan peroksitler askorbat peroksidaz enzimi tarafindan
askorbat — glutatyon dongiisii ile kataliz edilir. Askorbat ayni zamanda dogrudan
stiperoksit ile reaksiyona girerek oksitlenme 6zelligine de sahiptir. o-tokoferol’iin
oksitlenmesi ile olusan o-kromoksil radikalini indirgeme gorevi de askorbata aittir
(Arora ve dig., 2002; Grene, 2002; Parida ve Das, 2004; Smirnoff, 2005; Parvaiz ve
Satyawati, 2008).

Peroksidaz ¢ok ¢esitli organik bilesigi oksitleme 6zeligine sahip hem grubu igeren bir
enzimdir. Antioksidant bir enzim olan peroksidaz, hidrojen peroksiti indirgeme
fonksiyonuna sahiptir. 37 kDa boyutunda olan peroksidaz enzimi diger enzimlerin
denatiire olabilecegi pH ve sicaklik kosullarinda ¢alisabilmesi agisindan biiyiilk 6neme
sahip bir enzimdir. Antioksidan faaliyetlerinin yaninda peroksidazin lignifikasyonda,
senesenste, oksin katabolizmasinda rol aldig1 bilinmektedir (Arora ve dig., 2002; Grene,
2002; Candan ve Tarhan 2003; Parida ve Das, 2004; Smirnoff, 2005; Parvaiz ve
Satyawati, 2008).

Alikamanoglu ve calisma arkadaslar1 (2010) soya bitkisi tohumlarina uyguladiklar1
100 — 500 Gy aras1 gama radyasyon dozlarmin rejenere olan bitkilerin superoksit
dismutaz enzim aktivitelerini % 3,47 — 31,28 oraninda, peroksidaz enzim aktivitelerini

% 191,88 — 2125,0 oranlarinda arttirdigini rapor etmislerdir.

Ghorbanli ve ¢alisma arkadaslarmin (2004) tuz stresinin soya antioksidan enzimlerine
etkilerini tespit etmeye yonelik yaptiklari ¢alismada 100 mM tuz konsantrasyonunda
peroksidaz enzim aktivitesinin direkt olarak artttigini, katalaz enzim aktivitesinin
50 mM’da etkilenmeyip, 100 ve 150 mM’da artis sergiledigini, askorbat peroksidaz

enzim aktivitesinin 100 ve 150 mM’da belirgin olarak arttigini rapor etmislerdir.

Neto ve dig. (2005) musir bitkisinde tuz stresinin antioksidan enzimlere etkisini tespit

etmeye yonelik yirittikleri ¢alismada, superoksit dismutaz, katalaz, askorbat
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peroksidaz enzim aktivitelerini kdk ve yapraklardaki aktivitelerinin kontrole gore artis

gosterdigini tespit etmislerdir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEY MATERYALLERININ ELDESI

Aragtirmamizda kullanilan Adasoy soya fasulyesi (Glycine max L. Merrill) ¢esidine ait

tohumlar Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan saglanmustir.

3.2. DOKU KULTURUNUN KURULMASI

3.2.1. Yiizey Sterilizasyonu

Adasoy soya (Glycine max L. Merrill) ¢esidine ait tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in
tohumlar; 20 dakika % 20’lik ticari ¢amasir suyunda bekletildi. Bu siire boyunca belirli
araliklarla karigtirilan tohumlar siirenin sonunda ¢amasir suyunu uzaklastirmak amaci
ile 3 kez steril saf su serilerinden gegirildiler. Bu asamadan sonra % 99’luk absollii etil
alkol ve 3 kez steril saf su serilerinden gegirildikten sonra son olarak steril kurutma

kagidina alinarak kurutuldular (Alikamanoglu ve Atak, 1994).

3.2.2. Radyasyon ve Tuz Uygulamalan icin Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Calismamizda radyasyon uygulanacak Adasoy soya fasulyesi (Glycine max L. Merrill)
cesidine ait ilk ger¢ek yapraklardan kurulacak olan kiiltiirlerde rejenerasyonun
saglanmas1 amaci ile Gamborg’s B5 besiyeri (Tablo 3.1) hazirlandi. Besiyerine
13,5 gr/lt agar ilave edildi. Hazirlanan besiyeri otoklavda 1,2 atmosfer basing,
121 °C’de 20 dakika steril edildi. Otoklav sonrasinda besiyerine 1 ml/It steril
Gamborg’s B5 vitamin ilave edildi. Besiyeri aseptik kosullarda steril kiiltiir tiiplerine

dokiildii. Tuz stresi uygulamasi i¢in yine ayni sekilde hazirlanan besiyerlerine 10, 20,

30, 40, 50, 60 ve 80 mM NacCl ilave edildi (Alikamanoglu ve Atak, 1994).
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Tablo 3.1 : Hazirlanan Gamborg’s B5 besiyerinin igerigi

Inorganik Tuzlar mg/It
Amonyum siilfat 134,0
Borik asit 3,0
Calsiyum klorid 113,24
Kobalt klorid 6H,0 0,025
Bakar silfat 5H,0 0,025
Na,-EDTA 37,3
Demir siilfat 7H,0 27,8
Magnezyum siilfat 122,09
Magnezyum siilfat H,O 10,0
Molibdik asit 0,25
Potasyum iyodid 0,75
Potasyum nitrat 2500,0
Sodyum fosfat 130,5
Cinko siilfat 7H,0O 2,0

3.2.3. Tohumlarin Cimlendirilmesi ve Eksplantlarin Eldesi

Yiizey sterilizasyonu tamamlanan tohumlar steril kosullarda 10 tohum / petri olacak
sekilde % 0,8 agar iceren petrilere yerlestirildiler ve 26 0C’de 16 saat 151k / 8 saat
karanlik giin periyodunda ¢imlenmeye alindilar. Besinci giinde aseptik kosullar altinda
steril pens ve bistiiri yardimi ile iki kotiledon ayrilarak 2 - 3 mm uzunlugundaki ilk

gercek yapraklar eksplant olarak alindi.

3.2.4. Tuz ve Radyasyon Uygulamasi

Adasoy soya (Glycine max L. Merrill) ¢esidinden elde edilen eksplantlar tuz uygulamasi
icin aseptik kosullarda steril pens yardimi ile hazirlanan ve farkli konsantrasyonlarda
NaCl igeren besiyerlerine alindilar. Kiiltiirler 26 °C’de 16 saat 151k / 8 saat karanlik giin
periyodunda 28 giin boyunca gozlendiler.

Radyasyon uygulamasi icin ise, elde edilen eksplantlar isinlama petrilerinde 1.U. Capa

Tip Fakiiltesi Kan Merkezi, kan 1gmlama iinitesinde bulunan, aktivitesi 4,5 Gy/dk olan
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Sezyum - 137 (Cs**') kaynaginda 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 Gray (Gy) gama radyasyonu
dozlarma maruz birakildilar. Daha sonra igerisinde taze besiortami bulunan kiiltiir
tiiplerine aseptik kosullarda aktarilan eksplantlar 26 °C’de 16 saat 151k / 8 saat karanlhk

giin periyodunda 28 giin boyunca gozlendiler.

3.3. KULTUR ORTAMINDA BIiTKi VE KOK REJENERASYONUNUN,
ORTALAMA BIiTKi BOYU VE AGIRLIGININ BELIiRLENMESI

Farkli konsantrasyonlarda tuz ve farkli dozlarda radyasyon uygulanan soya
(Glycine max L. Merrill) eksplantlarindan kurulan kiiltiirlere ait kontrol ve deney
gruplarmin rejenerasyon yiizdeleri, rejenere olan bitkilerin taze agirliklari, ortalama

bitki boylar1 ve kok rejenerasyon yilizdeleri 28. giinde belirlendi.

3.4. SUDA COZUNEBILIR PROTEIN MiKTARI TAYINi

Tuz ve radyasyon uygulamasina maruz birakilan kiiltiirlerin rejenere olan bitkilerinden
alman 28 giinlik yapraklarin suda ¢Oziinebilir protein miktar1 Bradford (1976)
yontemine gore tayin edildi. Standart olarak kullanmak iizere farkli konsantrasyonlarda
bovin serum albiimin (BSA) hazirlanarak 595 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
kaydedildi. Degerlerden yararlanilarak standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.1) ve dogru
denklemi olusturuldu. Rejenere olan bitki 6rneklerinden alinan yapraklar 1/10 (w/v)
olacak sekilde 100 mM’lik fosfat tamponu (pH 7,0) kullanilarak homojenize edildi.
Homojenat +4 °Cde 15000 rpm’de 30 dakika santriflij edildi. Elde edilen {ist sividan 40
Ml alinarak Bradford belirteci ile 2 ml’ye tamamlarak 595 nm dalga boyunda absorbans
degeri Olciiliir. Elde edilen deger dogru denklemine yerlestirildi ve suda ¢oziinebilir

protein miktar1 saptandi.
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Sekil 3.1 : Suda ¢6ziinebilir protein miktar: 6lglimii igin BSA konsantrasyonlarma gore standart
grafik.

3.5. PEROKSIDAZ ENZiMi AKTIVITESI TAYINi

Calismamizda kullanilan bitki materyallerinin peroksidaz enzim aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in 0,1 gr yaprak 6rnegi 1/10 (w/v) olacak sekilde 0,1 M (pH 7,0) fosfat
tamponu eklenerek havan yardimi ile homojenize edildi. Homojenat +4 °C’de
15000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Ust sividan 25 pl almarak icerisinde 20 mM
guiaicol ve 20 mM H,0; igeren 100 mM (pH 7,0) fosfat tamponu ile 1 ml’ye
tamamlandi. Peroksidaz enzim aktivitesi 1 dakika boyunca 10’ar saniye ara ile 470 nm

dalga boyundaki absorbansin kaydedilmesi ile saptandi (Alikamanoglu, 2010).

3.6. ASKORBAT PEROKSIDAZ ENZIMi AKTiVITESI TAYINi

Tuz ve radyasyon uygulanan deney gruplarnin ve kontrol gruplarmnin askorbat
peroksidaz enzim aktivitelerinin Nakano ve Asada (1947) metoduna gore tayin edildi.

Ornekler 0,5 mM askorbat igeren 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ile havan yardimi
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kullanilarak homojenize edildi. 0,5 mM askorbat igeren 50 mM (pH 7,0) fosfat
tamponuna 0,1 mM H;0; ilave edilerek 6l¢iim tamponu hazirlandi. 25 pl ekstrakt 6l¢tiim
tamponu ile 1 ml hacime tamamland1 ve reaksiyon baglatildi. Askorbatin H,O2-bagimli

oksidasyonu 290 nm dalga boyunda 6lgiilerek hesaplandi.

3.7. KATALAZ ENZiMi MiKTAR TAYINi

Calismamizda kullanilan bitkilerin katalaz enzimi miktarlar1 Aebi (1984) yontemine
gore saptandi. Alman 0,1 gr yaprak Ornegi 6nceden sogutulmus havanda 50 mM
(pH 7,0) fosfat tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Homojenat +4 °C’de
15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen iist sividan 25 pl alinarak
icerisinde 30 mM hidrojen peroksit (H,0;) bulunan 50 mM fosfat tamponu ile 1 ml’ye
tamamlandi. Absorbans degerleri 240 nm dalga boyunda 6lgiilerek hesaplandi.

3.8. MALONDIALDEHIT MIiKTAR TAYINIi

Calismamizda kullanilan kontrol ve deney gruplarinin malondialdehit (MDA) miktarlar1
Stewart ve Bewley (1980) metoduna gore kolorimetrik olarak saptandi. Orneklerden
alinan 0,1 gr yaprak 1ml distile su eklenerek havan yardimi ile homojenize edildi. Esit
hacimde igerisinde % 0,5 oraninda tiobarbitiirik asit bulunan % 20’lik trikloroasetik asit
¢ozeltisinden eklendi ve 95 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ornekleri buz banyosuna
yerlestirmek sureti ile reaksiyon sonlandirildi. Daha sonra 6rnekler 10000 g’de 30
dakika santrifiij edildi ve st sivinin 532 ve 600 nm’de absorbans degerleri kaydedildi.
Olgiilen veriler pmol MDA / (g x TA) cinsinden hesaplandi.
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3.9. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Adasoy soya c¢esidine ait 28 giinliikk kiiltiirlerde, biiylime parametrelerinden ortalama
bitki boy uzunlugu ve ortalama bitki taze agirhigmin istatistiksel degerlendirilmesi
GraphPad Prism 4.0 istatistik programindaki tek yonlit ANOV A analizine gore yapildi.

Istatistiksel ~olarak anlamli  bulunan bitkilerin  biiyiime parametrelerinin

karsilastirilmasinda Student - Newman Keuls testi uygulandi (Zar, 1984).
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4. BULGULAR

4.1. TUZ UYGULAMASI

4.1.1. Tuz Stresinin Bitki ve Kok Rejenerasyonu, Ortalama Bitki Boyu ve Taze

Agirhg Uzerine Etkisi

Adasoy soya fasulyesi (Glycine max L. Merrill) ¢esidine ait tohumlardan kurulan
kiiltiirlere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 80 mM NaCl uygulandi. Konsantrasyona bagl
olarak tuz stresinin bitki ve kok rejenerasyonu , ortalama bitki boyu ve ortalama bitki

taze agirhigi iizerinde olusturdugu degisiklikler 28 giin boyunca gozlenerek saptandi.

28. giiniin sonunda Adasoy ¢esidine ait bitki ve kok rejenerasyonu, ortalama bitki boyu
ve ortalama bitki taze agirhigi degerleri Tablo 4.1°de gosterilmistir. Kontrol grubuna ait
kiiltiirlerin tamaminda rejenerasyon goézlenirken; ilk tuz konsantrasyonu olan 10 mM
grubuna ait bitkilerde bu deger % 96,6, 20 mM tuz konsantrasyonuna ait kiiltiirlerde ise
% 90’dir. 30 mM tuz konsantrasyonundan itibaren bitki rejenerasyonu belirgin olarak
azalma gostermis ve % 73,3’e gerilemistir. 40 mM tuz konsantrasyonu i¢in % 56,6,
50 mM tuz konsantrasyonu i¢in % 40, 60 mM tuz konsantrasyonu i¢in % 26,6 olarak
gozlenmistir. Calismamizda uygulanan en yiliksek tuz konsantrasyonu olan 80 mM’da

kiiltlir ortamina ekilen eksplantlarin higbirinde rejenerasyon gézlenmemistir.
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Tablo 4.1. Cesitli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmis Adasoy soya fasulyesi ¢esidine ait 28
giinliik kiiltiirlerin eksplant sayisi, bitki ve kok rejenerasyonu yiizdeleri,
ortalama bitki boylar1 ve taze agirliklari.

Eksplant  Rejenerasyon Ortalama Ortalama Bitki Kok
Deney Gruplari sayisi (%) Bitki Boyu Taze Agirh@ (gr)  Olusumu

(cm) (%)

Kontrol 30 100 12,56 +1,77a* 0,68540,16 a 100

10 mM 30 96,6 9,02 +1,69b 0,48210,12 b 100

20mM 30 90 9,00+1,94 b 0,471£0,13 b 96,6

30mM 30 73,3 5,2 +1,93¢ 0,329+0,13 ¢ 96,6

40 mM 30 56,6 3,7£1,65d 0,328+0,17 ¢ 93,3

50 mM 30 40 2,94 +1,4d 0,324+0,12 ¢ 93,3

60 mM 30 26,6 1,47 £0,98e 0,300+0,13 ¢ 76,6
80 mM 30 0 - - -

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve NaCl uygulanmis deney gruplarimin ortalama bitki boyu ve ortalama bitki taze agirlig1
bakimindan aralarindaki farklarin, Student-Newman-Keuls Metodu testine gore en az 0,05 onemli oldugunu ifade etmektedir.

+ Standart Sapma

28. giinde Adasoy ¢esidinin kontrol grubuna ait bitkilerin ortalama bitki boyu 12,56 cm
olarak Olgtilmistir (Tablo 4.1). 10 mM ve 20 mM tuz konsantrasyonu uygulanan
gruplar arasinda ortalama bitki boyu ag¢isindan belirgin bir farklilik gézlenmezken bu
degerler sirasi ile 9,02 ve 9,0 cm’ye gerilemistir. 30 mM tuz konsantrasyonu uygulanan
bitkilerin ortalama bitki boyu gozle goriilir bi¢imde azalmis ve 5,2 cm olarak

Olclilmiistiir.

40 mM ve 50 mM tuz konsantrasyonu uygulanan gruplarin ortalama bitki boylar1
arasinda belirgin bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.1). Bu gruplara ait ortalama bitki
boyu degerleri sirasi ile 3,7 ve 2,94 cm’dir. Uygulanan en yiiksek tuz konsantrasyonu
olan 60 mM’da bitkilerin ortalama boylar1 1,47 cm olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.1: Kontrol ve ¢esitli konsantrasyonlarda tuz uygulanmis Adasoy cesidine ait 28 giinliik
kiiltiirler.

Deney gruplarinin birbiri ile karsilastirilmasinda Newman Keuls testi uygulanmustir.
Testin sonuglarma gore ortalama bitki boyu bakimindan kontrol ile uygulanan tiim tuz
konsantrasyonlar1 arasindaki farklar o6nemlidir (P<0,05). 10 ve 20 mM tuz
konsantrasyonu iceren deney gruplar1 arasindaki fark Onemsizdir. Ayni sekilde
40 mM ile 50 mM tuz uygulanan deney gruplar1 arasindaki fark 6nemsizdir (P<0,05).
Ancak bu deney gruplarinin kontrol ve diger deney gruplari ile arasindaki farklar
onemlidir. 30 mM tuz uygulanan deney grubu ile 60 mM tuz uygulanan deney

grubunun kontrol ve diger deney gruplari arasindaki iliski 6nemlidir (P<0,05).

Adasoy cesidinin 28. giinde kontrol grubuna ait ortalama bitki taze agirligi 0,685 gr
olarak tartildi. Bu deger 10 mM tuz konsantrasyonu uygulanan grup i¢in 0,482 gr’a
azalmistir. 50 mM tuz konsantrasyonu uygulanan deney grubunda ortalama bitki taze
agirligt 0,324 gr’a gerilerken, uygulanan en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 60 mM
grubuna ait bitkilerde ortalama bitki taze agirlig1 belirgin bir diisiis gosterek 0.300 gr

olarak ol¢iilmiistiir.
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Yapilan istatistiksel analizler sonucu ortalama bitki taze agirligi bakimmdan kontrol ile
uygulanan tiim tuz konsantrasyonu igeren deney gruplari arasindaki farkin Snemli
oldugu tespit edilmistir. 10 ve 20 mM tuz konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklar
onemsiz, diger gruplari ile olan iliskileri 6nemlidir (P<0,05). 30 mM, 40 mM, 50 mM
ve 60 mM tuz konsantrasyonlarini igeren deney gruplarmin kendi aralarindaki farkin
onemsiz, kontrol ve diger deney gruplar: ile aralarmdaki farkin 6nemli oldugu tespit

edilmistir (P<0.05).

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan tuzun, kok rejenerasyonu iizerine etkisini tespit
etmek amaci ile Adasoy cesidine ait kiiltiilerde 28. giinde koklenme gosteren bitkiler
belirlendi. Kontrol grubuna ve 10 mM tuz konsantrasyonu uygulanmis deney
grubundaki eksplantlarin tamaminda kok rejenerasyonu gézlendi. 20 mM ve 30 mM tuz
konsantrasyonu uygulanan deney gruplarinda % 96,6, 40 mM ve 50 mM tuz
konsantrasyonu uygulanan deney gruplarinda % 93,3 oraninda kok rejenerasyonu
gozlendi. Uygulanan en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 60 mM’a maruz kalan deney
grubunda bu oran % 76,6’ya geriledi. Tuz uygulamasmin bitki kok olusumu {izerine

belirgin bir etkisi tespit edilmedi.

4.1.2. Tuz Stresinin Suda Céziinebilir Protein Miktar1 Uzerine Etkisi

Kontrol ve ¢esitli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanmis Adasoy ¢esidine ait 28
giinliik kiltlirlerin yapraklarinda bulunan suda ¢oziinebilir protein miktarlar1 standart
grafik kullanilarak spektrofotometrik olarak hesaplandi. Tablo 4.2°de gosterildigi gibi
uygulanan tuz konsantrasyonuna bagli olarak 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM ve
50 mM deney gruplarinda gruplarinda suda ¢oziinebilir protein bakimindan kontrole
gore bir artig tespit edildi. Uygulanan en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 60 mM’da
daha onceki konsantrasyonlara gdre bir azalis olsa da, elde edilen suda ¢Oziinebilir

protein miktarinin kontrole gore yiiksek oldugu belirlendi.
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Tablo 4.2 : Cesitli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmis Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinliik
kiilttirlerin suda ¢oziinebilir protein miktarlar1.

Uygulanan NacCl Protein miktari
Konsantrasyonlari mg/(g x TA)
Kontrol 2,33+0,10
10 mM 2,59+0,10
20 mM 6,59+0,06
30 mM 6,86+0,19
40 mM 7,42+0,10
50 mM 7,82+0,06
60 mM 5,36+0,02

+ Standart Sapma

4.1.3. Tuz Stresinin Peroksidaz Enzimi Aktivitesine Etkisi

Kontrol ve c¢esitli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanmig Adasoy cesidine ait
28 giinltik kiiltiirlerin peroksidaz enzim aktiviteleri 470 nm dalga boyunda absorbans
degerlerinin  spektrofotometrik  olarak  Olglilmesi ile saptandi. Artan tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak kiiltiirlerdeki peroksidaz enzim aktivitelerinde kontrole
gore artis tespit edildi (Tablo 4.3). 10 mM’da 138,75 olan peroksidaz enzim
aktivitesinin uygulanan en yiiksek konsantrasyon olan 60 mM’da kontroliin 5,26 katina

cikarak 482,58 degerine ulastig1 tespit edilmistir.
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Tablo 4.3 : Cesitli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmis Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinliik
kiilttirlerin peroksidaz enzim aktiviteleri.

Uygulanan NaCl Peroksidaz aktivitesi

Konsantrasyonlari AA/(dk x g X TA)
Kontrol 91,7345,19
10 mM 138,75+1,75
20 mM 256,07+11,25
30 mM 258,88+2,27
40 mM 317,97+1,98
50 mM 346,56+7,37
60 mM 482,58+18,35

+ Standart Sapma

4.1.4. Tuz Stresinin Askorbat Peroksidaz Enzimi Aktivitesine Etkisi

Adasoy cesidine ait kurulan kiiltiirlerde kontrol ve ¢esitli kosantrasyonlarda tuz
uygulanmis bitkilerdeki askorbat peroksidaz aktivitesini tespit etmek amaci ile 290 nm
dalga boyunda yapilan spektrofotometrik oOl¢iimler sonucu saptanan degerler

Tablo 4.4’te gosterilmistir.

10 mM, 20 mM, 30 mM ve 40 mM tuz konsantrasyonlarinda askorbat peroksidaz
aktivitesi kontrole gore bir artis gostermistic. 50 mM ve uygulanan en yiiksek
konsantrasyon olan 60 mM’daki askorbat peroksidaz aktiviteleri kontrole gore yiiksek
olsalar da en yiiksek aktivitenin gézlendigi 40 mM tuz konsantrasyonuna gore azalma
sergilemislerdir. Kontrolde 14,06 olan askorbat peroksidaz enzim aktivitesi 40 mM da

30,94 degerine ulagmistir.
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Tablo 4.4 : Cesitli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmis Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinliik
kiiltiirlerin askorbat peroksidaz enzim aktiviteleri.

Askorbat Peroksidaz

Uygulanan NacCl aktivitesi
Konsantrasyonlari AA/(dk x g X TA)
Kontrol 14,06+0,51
10 mM 18,24+0,73
20 mM 18,47+0,99
30 mM 24,5142,37
40 mM 30,94+2,56
50 mM 25,76+1,09
60 mM 22,16+1,12

+ Standart Sapma

4.1.5. Tuz Stresinin Katalaz Enzimi Aktivitesine Etkisi

Adasoy c¢esidine ait kurulan kiiltiirlerde kontrol ve ¢esitli kosantrasyonlarda tuz
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki katalaz aktivitesini tespit etmek amaci ile 240 nm
dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iimler yapildi. Elde edilen 6lgiimler sonucu yapilan
hesaplamalara gore 28 giinliik yapraklardaki katalaz aktivitesi kontrol grubunda 13,2 dir
bu deger 10 mM tuz konsantrasyonunda kontrole gore arttis géstermis ve 23,2 degerine
ulagmigtir. 20 mM tuz konsantrasyonunda katalaz enzim aktivitesi kontrole gore artis
gosterse de, 10 mM tuz konsantrasyonundaki aktiviteye gore gore azalmistir. 30 mM,
40 mM, 50 mM, ve 60 mM tuz konsantrasyonlarinda katalaz enzim aktivitesinin

kontrole ve 20 mM tuz konsantrasyonuna goére azaldigi saptanmustir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5 : Cesitli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmis Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinliik
kiiltiirlerin katalaz enzim aktiviteleri.

Uygulanan NacCl Katalaz Aktiviteleri
Konsantrasyonlari AA/(dk X g X TA)
Kontrol 13,240,055
10 mM 23,2+0,038
20 mM 18,4+0,102
30 mM 10,8+0,029
40 mM 8,8+0,013
50 mM 8,4+0,022
60 mM 8,0+0,008

+ Standart Sapma

4.1.6. Tuz Stresinin Malondialdehit Miktar1 Uzerine EtKisi

Adasoy cesidine ait kurulan kiiltiirlerde kontrol ve c¢esitli kosantrasyonlarda tuz
uygulanmis 28 giinliik bitkilerin yapraklarindaki malondialdehit miktarini tespit etmek
amaci ile 532 nm ve 600 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri spektrofotometrik
olarak olciildii. Kontrolde 5,99 olan malondialdehit miktar:1 30 mM da 4,52, 60 mM’da
ise 2,44 degerine diismiistiir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6 : Cesitli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmis Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinliik
kiiltiirlerin malondialdehit miktarlar1.

Uygulanan NaCl Malondialdehit
Konsantrasyonlari Miktarlar
umolMDA/(g X TA)
Kontrol 5,99+0,04
10 mM 4,90£0,05
20 mM 5,54+0,09
30 mM 4,52+0,03
40 mM 3,91+0,06
50 mM 3,8340,08
60 mM 2,44+0,07

+ Standart Sapma
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4.2. RADYASYON UYGULAMASI

4.2.1. Radyasyonun Bitki ve Kok Rejenerasyonu, Ortalama Bitki Boyu ve Taze
Agirhg Uzerine Etkisi

Adasoy soya fasulyesi (Glycine max L. Merrill) g¢esidine ait tohumlardan kurulan
kiiltiirlere 0, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 Gy dozlarinda Sezyum-137 kaynakli gama
radyasyonu uygulandi. Doza baglh olarak radyasyonun meydana getirdigi oksidatif
stresin bitki ve kok rejenerasyonu , ortalama bitki boyu ve ortalama bitki taze agirligi
iizerinde olusturdugu degisiklikler 28 giin boyunca gozlenerek saptandi.

28. giiniin sonunda Adasoy ¢esidine ait bitki ve kok rejenerasyonu, ortalama bitki boyu
ve ortalama bitki taze agirligi degerleri Tablo 4.7°de gosterilmistir. Kontrol grubuna ait
eksplantlarin tamaminda rejenerasyon goézlenirken; uygulanan ilk doz olan 5 Gy’de
% 86,6 rejenerasyon goézlenmistir. 10 Gy’de % 73,3 oraninda bitki rejenerasyonu
olusmus, 15 Gy’de ise bu oran % 53,3’e gerileyerek kontrole gore yariya inmistir. 20
Gy gama radyasyonu dozunda rejenerasyon orant % 40’a gerilemistir. Rejenerasyon

yiizdesi 25 Gy’de % 13,3 iken, 30 Gy radyasyon dozunda rejenerasyon gézlenmemistir.

Tablo 4.7: Cesitli dozlarda gama radyasyonu uygulanmis Adasoy soya fasulyesi ¢esidine ait 28
glinliik kiiltiirlerin eksplant sayisi, bitki ve kok rejenerasyonu yiizdeleri,

Eksplant Rejenerasyon Ortalama Ortalama Bitki Kok
Deney Gruplari sayisl (%) Bitki Boyu Taze Agirh@ Olusumu

(cm) (9r) (%)

Kontrol 30 100 14,78+1,14a* 0,75640,23 a 100

5Gy 30 86,6 14,22+1,06a 0,73210,34 a 97,5

10Gy 30 73,3 11,21+2,76 b 0,612+0,09 b 97,2

15Gy 30 53,3 7,31+1,15¢ 0,496+0,23 ¢ 69,7
20Gy 30 40 5,48 £0,65 d 0,459+0,25 ¢ 65

25Gy 30 133 3,70 +2,25e 0,240+0,13 d 11,9
30Gy 30 0 - - -

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve gama radyasyonu uygulanmis deney gruplarinin ortalama bitki boyu ve ortalama bitki

taze agirligi bakimindan aralarindaki farklarin, Student-Newman-Keuls Metodu testine gore en az 0,05 6nemli oldugunu ifade

etmektedir.

+ Standart Sapma
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28 giinlik Adasoy c¢esidine ait bitkilerde kontrol grubuna ait ortalama bitki boyu
14,78 cm olarak 6l¢iilmiistiir. Kontrol grubu ile 5 Gy radyasyon dozu uygulanmis bitki
grubunda ortalama bitki boyu bakimindan 6nemli bir farka rastlanmamistir. 5 Gy’de
ortalama bitki boyu 14,22 cm olan ortalama bitki boyu 15 Gy gama radyasyonu
uygulanmis grupta 7,31 cm’ye gerilemistir. 20 Gy uygulanmis deney gruplarinda
ortalama bitki boyu 5,48 iken, 25 Gy’de bu deger 3,70 cm’ye gerilemistir.

Deney gruplarinin birbiri ile karsilastirilmasinda Newman Keuls testi uygulanmistir.
Testin sonuglarina gore ortalama bitki boyu bakimindan 5 Gy gama radyasyonu
uygulanan grup haricinde ki tim deney gruplarinin hem kendi hem de kontrol
arasindaki farklar onemlidir (P<0,05). 5 Gy’lik deney grubunun kontrol grubu ile

arasindaki farklar 6nemsiz ancak diger deney gruplari ile aralarindaki farklar 6nemlidir.

Adasoy cesidinine ait radyasyon uygulanmis bitkilerde ortalama bitki taze agirhigi
Olgiilmiis ve kontrol grubunda 0,756 gr olarak tespit edilmistir. 5 Gy gama radyasyonu
uygulanan deney grubunda ortalama bitki boyunda oldugu gibi kontrole gére anlamli bir
fark gézlenmemistir. 5 Gy’de ortalama biki taze agirligi 0,732 gr olarak tartilmistir. Bu
deger 10 Gy’de 0,612 gr, 20 Gy’de 0,459 gr ve 25 Gy’de ise 0,240 gr olarak tespit

edilmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucuna gore kontrol ve 5 Gy deney grubundaki
ortalama bitki taze agirligmin kendi aralarindaki farklar 6nemsiz, diger deney gruplari
arasindaki farklar 6nemli bulunmustur (P<0,05). Aymi sekilde 15 ve 20 Gy gama
radyasyonu uygulanan deney gruplar1 arasindaki farklar 6nemsiz, ancak kontrol ve diger
deney gruplar1 arasindaki farklar onemlidir. 10 Gy ile 25 Gy gama radyasyonu
uygulanan deney gruplarmin hem kendi hem de diger deney gruplar:1 arasindaki farklar

onemlidir (P<0,05).

Adasoy soya cesidinde kurulan 28 giinliik kiiltiirlerde kok olusum yiizdeleri
hesaplanmis ve kontrol grubuna ait tiim bitkilerde kok rejenerasyonu gézlenmistir. 5 ve
10 Gy’de bu oran sirasi ile % 97,5 ve % 97,2 ye gerilemistir. 15 Gy uygulanan grupta

kok rejenerasyonu oranit % 69,7 olarak belirlenmistir. 20 Gy’de kok rejenerasyonu
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% 65’¢ diiserken, 25 Gy’de 20 Gy’e gore belirgin bir azalma tespit edilmis ve bitkilerin

kok rejenerasyonu % 11,9’a gerilemistir.

Sekil 4.2 : Kontrol ve gesitli dozlarda gama radyasyonu uygulanmis Adasoy ¢esidine ait 28
giinliik kiiltiirler.

4.2.2. Radyasyonun Suda Coziinebilir Protein Miktar1 Uzerine Etkisi

Kontrol ve ¢esitli dozlarda radyasyon uygulanmis Adasoy c¢esidine ait 28 giinliik
kiiltiirlerin yapraklarinda bulunan suda ¢oziinebilir protein miktarlar1 standart grafik
(Sekil 3.1) kullanilarak spektrofotometrik olarak olgiilmiis ve uygulanan radyasyon
dozuna bagli olarak kontrol grubuna gore protein miktarlarmin arttigr saptanmistr.
Tablo 4.8’de gosterildigi gibi 15 Gy gama radyasyonu uygulanan deney grubunda

kontrole gore 3,26 kat oraninda artis gozlenmistir.
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Tablo 4.8 : Cesitli dozlarda radyasyon uygulanmigs Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinlitk
kiilttirlerin suda ¢dziinebilir protein miktarlar.

Radyasyon Dozu Protein miktari
mg/(g x TA)
Kontrol 2,13+0,02
5 Gy 3,67+0,07
10 Gy 5,35+0,18
15 Gy 6,95:+0,31
20 Gy 5,22+0,09
25 Gy 5,30+0,04

+ Standart Sapma

4.2.3. Radyasyonun Peroksidaz Enzimi Aktivitesine EtKisi

Kontrol ve cesitli dozlarda radyasyon uygulanmis Adasoy ¢esidine ait 28 giinliik
kiiltlirlerin peroksidaz enzim aktiviteleri 470 nm dalga boyunda absorbans degerlerinin
spektrofotometrik olarak 6lglilmesi ile saptandi. Uygulanan en yiiksek doz olan 25 Gy’e
kadar tiim dozlarda peroksidaz aktivitesi kontrole gore yiikselme sergilemistir
(Tablo 4.9). 25 Gy’de peroksidaz aktivitesi kontrol ve 5 Gy’e oranla yiiksek olsa da,
10, 15 ve 20 Gy’in gerisinde kalmistir. Peroksidaz aktivitesinin en yiiksek oldugu 20
Gy’de aktivite kontrole oranla % 144 artarken, uygulanan en yiiksek doz olan 25 Gy’de
bu artis % 44,8 oraninda tespit edilmistir.
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Tablo 4.9 : Cesitli dozlarda gama radyasyonu uygulanmis Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinliik
kiiltiirlerin peroksidaz enzim aktiviteleri.

Radyasyon Dozu Peroksidaz aktivitesi
AA/(dk x g x TA)
Kontrol 82,75+2,28
5 Gy 103,55+2,43
10 Gy 169,33+1,67
15 Gy 199,21+2,1
20 Gy 201,92+2,90
25 Gy 119,84+1,13

+ Standart Sapma

4.2.4. Radyasyonun Askorbat Peroksidaz Enzimi Aktivitesine Etkisi

Adasoy ¢esidine ait kurulan kiltiirlerde kontrol ve ¢esitli dozlarda gama radyasyonu
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki askorbat peroksidaz aktivitesini tespit etmek
amaci ile 290 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik dlgtimler sonucu saptanan

degerler Tablo 4.10°da gosterilmistir.

Askorbat peroksidaz aktivitesi kontrolde 14,75 iken 20 Gy radyasyon dozunda 35,02
degerine ulasmustir. 25 Gy’de ise bu deger 23,86 olarak kontrole gore % 61,76 Iik bir

artis gostermistir.
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Tablo 4.10 : Cesitli dozlarda gama radyasyonu uygulanmis Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinliik
kiiltlirlerin askorbat peroksidaz enzim aktiviteleri.

Askorbat Peroksidaz
Radyasyon Dozu aktivitesi
AA/(dk x g X TA)
Kontrol 14,75+0,65
5 Gy 16,74+0,26
10 Gy 16,89+0,46
15 Gy 20,49+0,24
20 Gy 35,02+0,22
25 Gy 23,86+0,44

+ Standart Sapma

4.2.5. Radyasyonun Katalaz Enzimi Aktivitesine EtKisi

Adasoy ¢esidine ait kurulan kiiltiirlerde kontrol ve c¢esitli dozlarda gama radyasyonu
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki katalaz aktivitesini tespit etmek amaci ile 240 nm
dalga boyunda spektrofotometrik dlgtimler yapildi. Elde edilen 6l¢iimler sonucu yapilan
hesaplamalara gore 28 giinliik kiiltiirlerde kontrole gére en yliksek katalaz aktivitelersi
15 Gy gama radyasyonu uygulanmis deney grubunda tespit edildi. Kontrolde 11,82
olan katalaz enzim aktivitesi 15 Gy de 32,82 ye ulasmis 25 Gy de ise 8,35 degerine
inerek bir azalis gostemistir (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11 : Cesitli dozlarda radyasyon uygulanmis Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinliik
kiiltiirlerin katalaz enzim aktiviteleri.

Radyasyon Katalaz Aktiviteleri

Dozu AA/(dk x g X TA)

Kontrol 11,82+0,81
5 Gy 14,75+0,53
10 Gy 26,8+0,91
15 Gy 32,82+0,86
20 Gy 8,84+0,11
25 Gy 8,35+0,44

+ Standart Sapma

4.2.6. Radyasyonun Malondialdehit Miktar1 Uzerine Etkisi

Adasoy ¢esidine ait kurulan kiiltiirlerde kontrol ve c¢esitli dozlarda gama radyasyonu
uygulanmis 28 giinliik bitkilerin yapraklarindaki malondialdehit miktarini tespit etmek
amaci ile 532 nm ve 600 nm dalga boylarinda ki absorbans degerleri spektrofotometrik
olarak olgildi (Tablo 4.12). Radyasyon uygulanan deney gruplarmki malondialdehit
miktarlarinin 25 Gy e kadar kontrol grubuna gore bir artis gosterdigi tespit edilmistir.
Kontrolde 4,44 olan malondialdehit miktar1 15 Gy de 7,18 degerine ulasmis 25 Gy ise

3,54 degerine inerek bir azalis gosterdigi saptanmistir.
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Tablo 4.12. Cesitli dozlarda gama radyasyonu uygulanmis Adasoy soya ¢esidine ait 28 giinliik
kiiltiirlerin malondialdehit miktarlar1.

Radyasyon Malondialdehit
Dozu Miktarlar
pumolMDA/(g X TA)

Kontrol 4,44+0,08

5 Gy 6,11+0,30
10 Gy 6,99+0,08
15 Gy 7,18+0,09
20 Gy 4,59+0,05
25 Gy 3,54+0,14

+ Standart Sapma
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda basta besin sektorii olmak tizere endiistrinin gesitli alanlarinda 6nemli
yere sahip olan soya (Glycine max L. Merrill) bitkisine ait doku kiiltiirleri kurulmustur.
Kurulan bu kiiltiirler, ¢esitli konsantrasyonlarda NaCl ve degisen dozlarda gama
radyasyonuna maruz birakilarak farkli oksidatif stres kaynaklarinm bitkinin antioksidan
savunma mekanizmalar1 lizerine etkileri biyokimyasal yontemler kullanilarak tespit

edilmistir.

Bu ¢aligmamizda soya (Glycine max L. Merrill) bitkisinden kurulan kiiltiirlerde, alinan
eksplantlarm rejenerasyonu Gamborg’s B5 besiyeri (Tablo 3.1) kullanilarak
saglanmistir. Yapilan bir¢ok in vitro ¢alismada cesitli bitkilerin en yiiksek oranda
rejenerasyon sergileyebildigi besiyeri kosullar1 tespit edilmis ve kullanilacak bitki
cesitlerine gore optimize edilmistir. Cesitli arastirmalarda soya in vitro kiiltiirleri i¢in
farkli besiyerlerinin kullanilabilecegi bildirilmesine ragmen (Liu, 2000; Tripathi ve
Tivari, 2003) soya bitkisinden kurulan in vitro kiiltiirlerde rejenerasyonu tesvik etmek
amaci ile bir¢cok arastirmaci Gamborg’s B5 besiyerini kullanmistir (Droste ve dig.,
1993; Sharma ve dig., 2004; Sobkowiak ve dig., 2004; Yoshida, 2004; Atak ve dig.,
2007; Radhakrishnan ve dig., 2007; Hoa ve dig., 2008).

Atak ve c¢alisma arkadaslar1 (2007) soya bitkisine manyetik alanm etkilerini
aragtirdiklar1 in vitro calismada siirgiin gelisimi i¢in Gamborg’s B5 inorganik
bilesenlerini ve vitaminini kullanmis, besiyerine 40 mg/lt adenin siilfat, 0,1 gr/lt

glutamin, 0,1 mg/It 2,4-D ilave etmislerdir.

Sharma ve dig. (2004) soya bitkisi ile yiirtittiikleri in vitro ¢aligmada elde ettikleri
kotiledon eksplantlarmi 0,05 mg/lt IBA, 3 mg/lt BAP iceren Gamborg’s B5 besiyerinde

yetistirmislerdir.

Caligmamizda soya bitkisinden kurulan in vitro kiiltiirlerde tuz stresinin etkisini
belirlemek amaci ile hazirlanan besiyeri igerisine 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 80 mM

konsantrasyonlarida olacak sekilde NaCl uygulanmistir. 28 giinliik kiiltiirlerde bitkilere
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ait rejenerasyon yiizdesi, bitki ortalama taze agirligi, ortalama bitki boylar1 ve kok

olusum yiizdeleri gibi biiylime parametreleri 6l¢iilmiistiir.

Biiyiime parametrelerinden biri olan bitki rejenerasyon yiizdesi, g¢aligmamizda
uygulanan tuz konsantrasyonlarindan etkilenerek tiim deney gruplarimizda kontrole
gore azalma sergilemisti. 80 mM tuz konsantrasyonu haric uygulanan tim
konsantrasyonlarda rejenerasyon gozlenirken, kontrolde % 100 olan bitki rejenerasyonu
40 mM tuz konsantrasyonunda % 56,6’ya, 60 mM tuz konsantrasyonunda ise % 26,6’ ya

gerilemistir.

Ortalama bitki taze agirligl, uygulanan en diisiik tuz konsantrasyonu olan 10 mM’de
% 70,36, en yiiksek konsantrasyon olan 60 mM’de ise % 43,8 oranina gerilemistir.
Ortalama bitki taze agirligindaki bu azalis ortalama bitki boylarinda da goézlenmistir. 10
mM tuz konsantrasyonu i¢eren besi yerinde rejenere olan 28 giinliik bitkilerin ortalama
bitki boylar1 kontrole gére % 71,82 oranma, 60 mM tuz konsantrasyonunda ise % 11,7

oranina gerileme gostermistir.

Artan konsantrasyonlarda uygulanan NaCl’nin, bitki kok olusum yiizdelerine belirgin
bir etkisi 60 mM’a kadar gozlenmemistir. Tuz igermeyen besi ortamlarinda yetistirilen
tim kontrol grubu bitkilerinde koklenme gozlenirken, 60 mM tuz konsantrasyonu

uygulanmug bitkilerde bu oran % 76,6’ya gerilemistir.

Elde edilen bu veriler bize, bitki rejenerasyonunda ve ortalama bitki boylarinda 40
mMtuz konsantrasyonu ortalama bitki taze agirliklarinda ise 30 mM tuz

konsantrasyonunun iizerine ¢ikilmasi durumunda bir gerileme oldugunu gostermistir.

Tuz stresi bir¢ok tarimsal bitkide ortalama bitki boyu, ortalama bitki taze agirlhig1 gibi
biiyiime parametrelerinde azalmaya sebep olmaktadir (Blanco ve dig., 2007). Tuz
stresinin bir sonucu olarak ortaya ozmotik stres, iyon dengesizlikleri ve iyon toksisitesi
aciga cikmaktadir. Boylelikle su ve suda ¢oziinmiis besin alimi kisitlanan bitkinin
metabolik faaliyetlerinde degisiklikler meydana gelmektedir (Tungtiirk ve dig., 2008).

Metabolik faaliyetlerdeki bu degisiklikler sonucu biiylime parametrelerinde gerileme
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meydana geldigi birgok c¢alisma ile saptanmistir (Essa, 2002; Blanco ve dig., 2007;
Aghaei ve dig., 2009).

Aghaei ve calisma arkadaglar1 (2009) soya fasulyesi ile yaptiklar1 ¢alismalarinda, 50
mM tuzlulugun bitki taze agirhigmi % 20 civarinda azalttigini, 200 mM’da ise, bu
oranin % 80’e yiikseldigini rapor etmislerdir. Ortalama bitki kdk uzunlugu bakiminda
da 200 mM tuz konsantrasyonunda kontrole gore % 70’e¢ varan azalmalar tespit

etmislerdir.

Blanco ve dig. (2007) tuz stresinin musir ve soya bitkilerinin gelisimine etkisini
belirlemeye yonelik yaptiklart c¢ahismada 03 — 59 dS m™ arahgmnda stres
uygulamiglardir. Sonuglara goére soya bitkisinde uygulanan en diisilk dozda ortalama
bitki boyu 18,7 cm iken uygulanan en yiiksek dozda bu deger 14,2’ye gerilemistir.
Ortalama yaprak taze agirliklar1 uygulanan en diisiik dozda 307 mg iken uygulanan en

yiiksek dozda 199 mg’a diigmiistiir.

Calismamizda uygulanan diger bir oksidatif stres etmeni olan gama radyasyonunun
bitki tizerindeki etkilerini tespit etmek amaci ile ¢imlenmelerinin 5. giiniinde bulunan
tohumlardan alinan eksplantlar Sezyum-137 kaynagi ile 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 Gy’lik

dozlara maruz birakilmislardir.

Uygulanan radyasyon dozlarindaki artisa bagl olarak, rejenere olan bitkilerin yiizdesi
calismamizda azalma gostermistir. Kontrolde % 100 bitki rejenerasyonu goézlenirken
uygulanan ilk doz olan 5 Gy’de bu oran 86,6’ya, 15 Gy’de 53,3’c¢ gerilemistir.
Uygulanan en yiiksek doz olan 30 Gy’de hicbir bitkide rejenerasyon gézlenmemistir.

28 giinliik kiiltiirlere uygulanan en diisiik doz olan 5 Gy’de ortalama bitki taze
agirligmim kontrole gére % 96,83 oranma, en yiiksek doz olan 25 Gy’de ise % 31,75
oranina geriledigi tespit edilmistir. Ortalama bitki taze agirligina paralel olarak ortalama
bitki boylar1 ise 5 Gy uygulanan deney grubunda % 96,21 oranina azalir iken, 25 Gy
uygulanan bitkilerde % 25 oranina gerilemistir. Calismamizda artan gama radyasyonuna
bagli olarak kok olusumunda azalma gbzlenmistir. En belirgin azalma en yiiksek doz

olan 25 Gy de % 11,9 olarak saptanmustir.
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Gama radyasyonunun kromozomlarda yapisal degisikliklere sebep olarak gerekli gen
kombinasyonlarmin olusumunu engelledigi (Hossain ve Alam, 2001), dolayist ile
sentezlenen proteinlerde degisimlere yol acarak ¢esitli biiyiime parametrelerinin
azalmasma sebep oldugu yapilan birgok ¢alismada bildirilmektedir (Cheema ve Atta,
2003; Minn ve dig., 2008; Shereen ve dig., 2009; Borzouei ve dig., 2010).

Ayrica radyasyon serbest radikal iiretimini hizlandirarak reaktif oksijen tiirevlerinin
meydana getirdigi zararlanmalara sebep olmakta, protein sentezi ve enzim aktiviteleri
uygulanan doza bagl olarak artislar ve ya azaliglar sergileyebilmektedir (Alikamanoglu
ve dig., 2007; Al-Rumaih ve Al-Rumaih, 2008; Aghaei ve dig., 2009).

Alikamanoglu ve c¢aligma arkadaslar1 (2007) Paulowinia bitkisinin in vitro kiiltiirleri
iizerinde manyetik alan ve gama radyasyonunun etkilerini incelemisler, sonu¢ olarak

iyonizan radyasyonun enzimatik onarim siireglerini direkt etkiledigini bildirmislerdir.

Al-Rumaih ve Al-Rumaih (2008) 3 Trigonella cesidine ®°Co kaynag: ile 100 Krad’a
varan ¢esitli dozlar uygulamig, gama radyasyonunun askorbat peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, superoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirdigini

katalaz aktivitesini ise diislirdiigiinii rapor etmistir.

Bitkiler, gesitli stres kosullarina maruz kalmalar1 durumunda a¢iga ¢ikan oksidatif strese
kars1 hiicresel mekanizmalarinda bazi1 degisikliklere giderler. Dogrudan gen anlatimi
modifikasyonlarina yol agan bu degisiklikler, ¢esitli metabolitlerin ve proteinlerin hiicre
icerisinde artmasma veya azalmasina sebep olurlar (Aghaei ve dig., 2009).
Calismamizda meydana gelen bu degisiklikleri tespit etmek amact ile NaCl ve gama

radyasyonu uygulanan soya bitkilerinin suda ¢oziinebilir protein miktarlar1 6l¢iilmiistiir.

Calismamizda suda  ¢Ozilinebilir protein  miktarlar1  uygulanan tiim  tuz
konsantrasyonlarinda artig gostermistir. Kontrole gére 50 mM tuz konsantrasyonuna

kadar 1,11 — 3,36 kat olan bu artig, 60 mM tuz konsantrasyonunda 2,30 dur.

Bitkilerde tuz stresinden etkilenen mekanizmalardan biri protein sentezidir. Suda

¢oOziinebilir protein miktar1 ayn1 zamanda bitkinin igerisinde bulundugu fizyolojik
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durumu gosteren dnemli bir parametredir. Calismamizda bitkiler tuz stresini 50 mM
konsantrasyonuna kadar tolere edebilmis, strese yanit olarak antioksidan savunmada
gorev alan ¢esitli proteinlerin tiretimi artig gdstermistir. Belirli doz artiglarinin sonucu
olarak ¢esitli bitkilerin protein miktarlarinda degisiklikler olusabilecegi bir¢ok
caligmada farkli bitkiler ig¢in rapor edilmistir (Parida ve dig., 2004; Aghaei ve dig.,
2009; Sakr ve Arafa, 2009; Doganlar ve dig., 2010; Sobhanian ve dig., 2010).

Doganlar ve ¢aligma arkadaslar1 (2010), 25 - 200 mM tuz konsantrasyonlar1 arasindaki
NaCl'nin 3 farkli domates c¢esidinin c¢esitli pigment ve suda ¢Oziinebilir protein
miktarlar1 lizerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, her {ic domates ¢esidinde suda
¢oOziinebilir protein miktarlarinin artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak artip

azalabilecegini bildirmislerdir.

Sobhanian ve ¢alisma arkadaslar1 (2010) 20 — 80 mM arasinda NaCl uyguladiklari soya
bitkisinin yaprak ve kokleri ile proteonom c¢alismasinda metabolik faaliyetlerden

sorumlu proteinlerin regiilasyonunda azalma gerceklestigini bildirmislerdir.

Aghaei ve calisma arkadaslar1 (2009) soya bitkisi ile ylriittiikleri ¢alismalarinda 100
mM tuz stresine maruz kalan bitkilerin ¢esitli proteinlerinin anlatimlarinda artislar ve
azaliglar tespit etmislerdir. Gozlemleri sonucu bitki biliylime parametrelerinde
azalmalara rastlamis bunun nedenini tuz stresinin bir¢ok genin anlatimini azaltmasi ve
bunun sonucu olarak o genin {riinii olan proteinin yetersiz iiretilmesi olarak rapor

etmislerdir.

Caligmamizda radyasyon uygulanan soya bitkilerinde 15 Gy doza kadar suda
¢Ozlinebilir protein miktarlar1 1,72 — 3,26 kat artis gostermistir. 20 Gy gama radyasyon
dozu uygulanan grup, 15 Gy uygulanan gruba goére azalma gostermekle birlikte

kontrole gore 2,45 katlik bir artis sergilemistir.

Calismamizda daha diisiik radyasyon dozlarinda suda ¢6ziinebilir protein miktarlarinin
artiy gostermesi, ylikselen dozlarda ise bu miktarlarin azalmasi uygulanan radyasyon
dozu ile suda ¢oziiniir protein bakimindan bir baglant1 oldugunu ortaya koymaktadir.

Yiksek dozlardaki radyasyon, bitkilerde gelisim asamasinda RNA sentez ve islevlerini



44

engelleyerek proteinlerin sentezini kisitlamaktadir. Ayrica radyasyonun dozu ile birlikte
artan reaktif oksijen tlirevleri proteinler {izerinde yapisal degisikliklere yol agarak
protein yikimlarma neden olabilmektedir (Kiong ve dig., 2008). Bu durum
calismamizda 20 Gy dozdan itibaren goriilmektedir. Uyguladigimiz iki oksidatif stres
kaynagi kendi aralarinda karsilastirildiklarinda radyasyonun soya bitkisi protein
miktarlarmi, NaCl’ye gore daha belirgin bir bicimde negatif yonde etkiledigi

saptanmistir.

Kiong ve galisma arkadaslar1 (2008) ilag tiretiminde kullanilan Ortosiphon stamineus
bitkisine gama radyasyonu uygulayarak olusacak olan fizyolojik degisiklikleri
arastirmislardir. 10 — 70 Gy dozlar arasinda ¢esitli dozlarda 1simnlamalar yaptiklarinda 10
ve 20 Gy’de suda ¢oziinebilir protein miktar1 bakimindan kontrole gore artig, uygulanan

diger dozlarda ise siirekli bir diisiis rapor etmiglerdir.

Bitkiler strese maruz kaldiklarinda yapraklarda su kaybi, yaprak alanlarinda kiigiilme,
Klorofil pigmentinde azalma gibi fotosentez ile dogrudan iliskili fizyolojik durumlar
meydana gelir. Tuz stresine maruz kaldiginda bitkide klorofil yikimindan sorumlu
enzim olan klorofilaz miktar1 hiicrede artar. Iyon dengesizlikleri sonucu hiicresel
membran sistemlerinde diizensizlikler olusarak kloroplast yikimlar1 gergeklesir,
pigment — protein komplekslerinde diizensizlikler meydana gelir (Alikamanoglu ve dig.,
2007; Beinsan ve dig., 2006).

Bitkiler, tuzluluk veya ionizan radyasyon gibi ¢esitli stres kosullarina maruz kaldiklar1
durumlarda antioksidan savunma sistemleri devreye girer. Peroksidaz, askorbat
peroksidaz ve katalaz bu antioksidan savunma sisteminin bilesenlerinden olup hiicre
icin zararh reaktif oksijen tiirevlerinden biri olan hidrojen peroksitin zararsiz hale

getirilmesinden sorumludurlar.

Guaiacol’t oksitleyerek hidrojen peroksidi rediikleme fonksiyonuna sahip hem grubu
antioksidan enzimlerden biri olan peroksidazin aktivitesi, uyguladigimiz tiim NaCl
konsantrasyonlarinda artis gostermistir. Calismamizda peroksidaz aktivitesi 60 mM’da

kontrole gore % 526,1 seviyesine kadar ¢ikmustir.
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Ghorbanli ve calisma arkadaslar1 (2004) tuz stresinin soya antioksidan enzimlerine
etkisini arastirmak i¢in yaptiklar1 c¢alismada; 50, 100, 150 mM NacCl
konsantrasyonlarin1 uygulamislardir. 50 mM NaCl konsantrasyonunda % 139 ve
uyguladiklar1 en yiiksek konsantrasyon olan 150 mM’da peroksidaz enzim aktivitesinde

% 191 artig rapor etmislerdir.

M’barek ve calisma arkadaslar1 (2007) arpa bitkisinde peroksidaz aktivitesi ile tuz
stresinin iliskisini arastirdiklar1 caligmalarinda 5 farkli arpa ¢esidine 3, 6 ve 9 gr/lt NaCl
uygulamis ve tiim ¢esitlerin peroksidaz aktivitelerinde 9 gr/lt konsantrasyonuna kadar

artis, 9 gr/lt konsantrasyonunda ise azalis rapor etmislerdir.

Peroksidaz aktivitesi calismamizda uyguladigimiz tiim gama radyasyonu dozlarinda
kontrole gore yiikselis sergilemistir. 20 Gy gama radyasyonu uygulanan grupta kontrole
gore % 244 oranina yiikselen peroksidaz aktivitesi, uyguladigimiz en yiiksek doz olan

25 Gy’de 20 Gy’e gore azalmis ancak kontroliin % 44,82 {izerinde aktivite sergilemistir.

Alikamanoglu ve caligma arkadaslar1 (2010) soya bitkisi tohumlarina uyguladiklar1
100 — 500 Gy arasindaki gama radyasyonu dozlarmin rejenere olan bitkilerin

peroksidaz enzim aktivitesini % 191,88 — 2125,0 arasinda arttirdigini rapor etmislerdir.

Hameed ve calisma arkadaslarmin (2008a) nohut bitkisi tohumlarina uyguladiklar1
100 — 1000 Gy araligindaki gama radyasyonu dozlarinda rejenere olan bitkilerin
peroksidaz enzim aktivitelerinin 100 Gy’de kontrole goére azaldigini, sonraki dozlarda
500 Gy’e kadar arttigin1 ve bu dozdan sonra tekrar kontrole gore azaldigmi rapor

etmislerdir.

Hiicre icerisinde hidrojen peroksiti parcalama goérevini iistlenen bir diger antioksidan
enzim askorbat peroksidazdir. Calismamizda askorbat peroksidaz enzim aktiviteleri 40
mM tuz konsantrasyonuna kadar artis sergilemistir. 40 mM’da kontrole gore % 220,1
oranina yiikselen aktivite bu konsantrasyondan sonra diismeye baslamistir. Uygulanan
en yiiksek konsantrasyon olan 60 mM’da enzim aktivitesinin kontrole gore % 157,6

oranina ulastig1 tespit edilmistir.
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Neto ve ¢aligma arkadaslar (2005) misir yapraklarinda askorbat peroksidaz aktivitesinin
tuz stresine maruz kalindiginda katalaza gore daha diisiik seviyede kaldigin1 fakat artan
dozlara baglh olarak yiikselis gosterdigini rapor etmislerdir. Bugday bitkisi ile yapilan
baska bir ¢alismada da artan tuz konsantrasyonuna bagl olarak askorbat peroksidaz

enzim aktivitesinde artig rapor edilmistir (Heidari ve Mesri, 2008).

Calismamizda uyguladigimiz tiim radyasyon dozlari, askorbat peroksidaz bakimindan
kontrole gore artis sergilemistir. En yiiksek aktivite artig1 kontrole gére % 237,42 oranla
20 Gy uygulanan bitki grubunda gézlenmistir. 25 Gy radyasyona maruz kalan soya
bitkilerinde hem katalaz hem de askorbat peroksidazda elde edilen diisiik degerler,
oksidatif stresin bitkinin tolere edemeyecegi diizeylere ylikselmesi ve protein
denatiirasyonlarina sebebiyet vermesi ile baglantili olabilir. Calismamizda 25 Gy
uygulanan soya bitkilerinden elde edilen suda ¢6ziinebilir protein miktar1 verileri,
radyasyonun RNA fonksiyonlar1 ve dolayis1 ile protein ve enzimler iizerine inhibe edici

etkisini desteklemektedir.

Al-Rumaih ve Al-Rumaih (2008) ii¢ Trigonella ¢esidine uyguladiklar1 0-100 Krad
araligindaki gama radyasyonunun antioksidan enzimlere etkilerini arastirdiklari
calismada askorbat peroksidaz enzim aktivitelerinin her ii¢ ¢esittede kontrole gére 1,5 —
2 kat arasinda arttigini katalaz enzim aktivitelerinin ise % 30 — 50 arasinda azaldigmni

rapor etmislerdir.

Reaktif oksijen tiirevlerinden biri olan hidrojen peroksidi pargalama goérevini iistlenen
antioksidan enzimlerden biri de katalazdir. Katalaz, dogrudan hidrojen peroksitle
reaksiyona girerek onu su ve oksijene pargalayan bir metaloenzimdir. Hiicre igi
redoksun saglanmasinda biiylik gorevi olan katalazin, tuz stresine maruz kalan bugday

ve piring bitkilerinde azalma gosterdigi rapor edilmistir (Hameed ve dig., 2008b).

Calismamizda 10 ve 20 mM tuz konsantrasyonlarinda katalaz aktivitesi kontrole gore
strast ile % 175,76 ve % 139,39 degerlerine ulasmistir. 20 mM’dan sonra artan tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak katalaz aktivitesi diislis sergilemistir. Askorbat

peroksidaz ve katalaz hiicrede hidrojen peroksitin ortadan kaldirilmasi gorevini listlenen
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baslica iki enzimdir. Katalaz enzimindeki bu azalma peroksidaz ve askorbat peroksidaz

enziminin aktivitesinde bir artigin gdzlenebilecegini bize hatirlatmaktadir.

Esfandiari ve ¢alisma arkadaglarinin bugday bitkisine 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl
uyguladiklar1 caligmalarinda, her iki varyetede katalaz aktivitelerinin 50 mM tuz
konsantrasyonunda kontrole gore yiikseldigini ve uygulanan diger dozlarda kontroliin

gerisinde kaldigmi bildirmektedirler (Esfandiari ve dig. 2007).

Calismamizda ¢esitli dozlarda radyasyona maruz birakilan soya bitkilerinde 15 Gy
gama radyasyonu dozuna kadar katalaz aktivitesinde artis gozlenmistir. Oksidatif stres,
artan radyasyon dozlarina bagl olarak artmaya devam ettiginden 20 Gy’den itibaren
katalaz aktivitesinde belirgin bir diisiis gozlenmistir. 15 Gy radyasyona maruz kalan
bitkilerde katalaz aktivitesi kontrole gore % 277,66 oranima yiikselirken, uygulanan en

yiiksek doz olan 25 Gy’de katalaz aktivitesi % 70,6 oranina azalmistir.

Radyasyon, reaktif oksijen tiirevleri bakimindan dengede olan hiicresel metabolizmay1
antioksidan sinyal kaskadmi tetikleyecek sekilde bozar. Reaktif oksijen tiirevlerinin,
Ozellikle de hidrojen peroksitin ortadan kaldirilmasinda gorev alan katalaz enziminin
aktivitesinin radyasyona maruz kalan bitkilerde degisme gosterdigi bildirilmektedir.
Katalaz inaktivasyonunun askorbat peroksit miktarinda artisa neden oldugu yapilan

caligmalarda rapor edilmistir. (Al-Rumaih ve Al-Rumaih, 2008).

Bitkilerin strese maruz kalmalar1 sonucu olusan reaktif oksijen tiirevleri hiicre
membranindaki lipidler ile etkilesime girerek lipidlerin metilen gruplarindan elektron
koparirlar. Meydana gelen reaksiyonun bir son iriinii olan malondialdehit sitosolde
birikerek oksidatif stresin membranda olusturdugu zararlanma i¢in bir gostergedir.
Malondialdehitin olusumu dogrudan reaktif oksijen tiirevlerine bagli oldugundan
katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin gorevlerini diizgiin
yapmalar1 durumunda miktar1 sabit kalmaktadir. Antioksidan enzimler yiiksek oksidatif
stres altinda aktivite kayiplarina ugradiklarinda malondialdehit miktar: artar (Esfandiari
ve dig., 2007; Ashraf ve dig., 2010; Wang ve dig., 2010).
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Calismamizda NaCl uygulanan tiim bitkilerin malondialdehit miktarlar1 kontrole gore
azalma gostermistir. Kontrol ile uygulanan en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 60 mM
arasinda % 59,27 oraninda azalma tespit edilmistir. 10 mM tuz konsantrasyonunda
malondialdehit miktarmin 20 mM tuz konsantrasyonu uygulanan bitkilere gore diisiik
cikmast 10 mM tuz konsantrasyonu uyguladigimiz bitkilerdeki katalaz enzimi
aktivitesinini tiim tuz konsantrasyonu uygulanan gruplar arasinda en yiiksek degerde
olmasi ile agiklanabilir. Ozellikle oksidatif stresten dolayr lipid peroksidasyonun ve
dolayisiyla malondialdehit miktarinin en yiiksek olmasini beklenebilecegi 60 mM tuz
konsantrasyonunda malondialdehit miktarnin diisiik kalmasi, peroksidaz enziminin bu
konsantrasyonda en yiksek degerde olmas1 arasinda bir iliski oldugunu

diistindiirmektedir.

Kaymakova ve Stoeva (2008) fasulye bitkisinin tuz stresine verdigi fizyolojik tepkileri
ortaya koyamaya yonelik yaptiklar1 ¢alismada 100 mM NaCL uyguladiklarinda

malondialdehit miktarinin kontrole gore 1,5 kat arttigini rapor etmislerdir.

Neto ve calisma arkadaslar1 (2005) tuzluluga dayanikli ve hassas misir cesitleri ile
yaptiklar1 caligmada 100 mM tuz stresini 5, 10, 15, 20, 25 giin siirelerle bitkilere
uygulamis ve malondialdehit miktar1 {izerine etkilerini gdézlemlemislerdir.
Malondialdehit miktarmin 20. giine kadar artis gosterdigini 20. giinden sonra kontrole

gore azaldigini rapor etmislerdir.

Ashraf ve arkadaslar1 (2010) 2 farkli bugday genotipine 0 - 150 mM NaCl tuz stresini
bitkinin vejetasyon, koklenme ve reprodaktif olmak {izere li¢ farkli gelisim evresinde
uygulamis ve yapraklardaki malondialdehit miktarlarinin her gelisim evresinde kontrole

gore artig gosterdigini rapor etmislerdir.

Cesitli radyasyon dozlar1 uyguladigimiz bitkilerde malondialdehit miktar1 15 Gy gama
radyasyonu uygulanan doza kadar artig sergilemistir. 15 Gy’lik dozdan sonra azalma
gosterip en yiiksek doz olan 25 Gy de kontroliin gerisinde kalmistir. 10 ve 15 Gy’lik
dozlarda katalaz ve peroksidaz enzimlerinin diger gruplara gore yiiksek degerlerde

olmasmma ragmen malondialdehitin bu gruplarda yiiksek ¢ikmasi H,0.’in
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konsantrasyonunun arttigini1 ve buna neden olan siiperoksit radikalinin radyasyonun bu

dozlarindan etkilenerek biiyiik oranda artis gosterdigini bizlere diisiindiirmektedir.

Stajner ve Popovig¢ (2009) gama radyasyonunun soya bitkisi antioksidan enzimlerine ve
MDA miktarmna etkisini arastirdiklar1 ¢aligmada uyguladiklar1 en yiiksek doz olan 200

Gy’de MDA miktariin kontrole goére % 21,6 oraninda arttigini rapor etmislerdir.

Bu tez galigmasi dahilinde yiiriitiilen deneyler sonucunda;

Tuz ve radyasyon uygulamalarinin, soya (Glycine max L. Merrill) bitkisinin Adasoy
cesidi doku Kkiiltiirleri tizerine etkisi incelenmis, artan tuz konsantrasyonlar1 ve
radyasyon dozlarma bagl olarak cesitli biiylime parametrelerinde ve antioksidan

savunma sistemlerinde degisimler saptanmustir.

Farkli konsantrasyonlarda tuz ve ¢esitli dozlarda radyasyon uygulanan Adasoy ¢esidine
ait kiiltiirlerde, artan konsantrasyon ve dozlara baglh olarak 6zellikle bitki

rejenerasyonunda onemli azalmalar tespit edilmistir.

Uygulanan en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 80 mM’da ve uyguladigimiz en yiiksek

radyasyon dozu olan 30 Gy’de rejenerasyona rastlanmamustir.

Artan tuz konsantrasyonlar1 ve radyasyon dozlari1 peroksidaz, askorbat peroksidaz,
katalaz ~ antioksidan savunma mekanizmalar1 ile suda ¢6zlinebilir protein ve

malondialdehit miktarinda degisimlere sebep olmustur.

Besinsel degeri ve endiistrinin farkli kollarma hammadde teskil etmesi nedeniyle dnemli
bir tarimsal iriin olan soya fasulyesinin, tuzluluk orani giin gegtik¢e artan iilkemiz
topraklarinda daha verimli bir sekilde yetistirilebilmesini saglamak amaci ile gelecekte
yiiriitiilecek olan ¢esitli 1slah ¢aligmalar1 i¢in bu bitkinin tuzluluga verdigi enzimatik ve
enzimatik olmayan yanitlar1 belirlemek Onem arz etmektedir. Bu tez c¢aligmasinda
tuzluluk ve radyasyon gibi iki farkli oksidatif stres kaynaginin antioksidan savunma

mekanizmasina etkileri tespit edilmistir. Elde edilen veriler bu iki stres faktdriiniin bir
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arada kullanilmasi ile yapilacak olan mutasyon 1slahi ¢alismalarina katkida bulunacagi

distiiniilmektedir.
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