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OZET

GAMA RADYASYONU iLE TUZA TOLERANSLI TUTUN (Nicotiana tabacum
L.) MUTANTLARININ ELDESI VE SELEKSIYONU

In vitro teknikler ile mutasyon uygulamalarinin birlikte kullanilmasiyla, ¢esitli ¢evresel
streslere direngli veya toleransli bitki tiirlerinin eldesi miimkiin olmaktadir.

Bu calismada Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum L.) gesitlerine ait
tohumlar, 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500 ve 600 Gy’lik gama radyasyon
dozlarinda 1simlanmis ve bu tohumlardan gelisen fidelerin taze agirlik, siirgiin ve kok
boylarina gore, ¢esitlerin radyasyon hassasiyetleri karsilagtirilmistir. Akhisar 97 tiitiin
cesidinin, gama radyasyonuna Izmir Ozbas cesidine gore daha hassas oldugu
belirlenmistir.

M; generasyonu eldesi i¢in 0, 100, 200, 300 ve 400 Gy’lik gama radyasyon dozlarinda
1isinlanan ve tarlaya ekilen Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin tohumlarindan gelisen
fidelerin yagama oranlari, ortalama fide boylarinda, uygulanan radyasyon dozlarinin
artigina paralel olarak bir azalma gézlenmistir. Tiitlin bitkisinin yapraklarinda indirgen
seker ve nikotin miktarlar1 radyasyondan etkilenmistir. Bitkinin gelisimine bagl olarak
yaprak kirimlarina gore 2. ana ellerde indirgen seker miktar1 ve buna bagli olarak da ug
ellerde nikotin miktar1 radyasyon uygulamalarinda artis gostermistir.

Her iki ¢esidin in vitro ve in vivo kosullarda 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 ve 350 mM
konsantrasyonlarda NaCl iceren ortamlardaki toleranslari, Klorofil ve karotenoid
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu, lipid peroksidasyon, askorbat peroksidaz,
guaiakol peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz enzim
aktiviteleri kasilastirilmis olup, Akhisar 97 cesidinin tuzluluga da Izmir Ozbas’a gore
daha hassas oldugu belirlenmistir.

M3 generasyonuna ait bitkiler 250 mM NaCl iceren 2 Hoagland soliisyonunda
yetistirilmis, tuzluluga gosterdikleri toleransa gore seleksiyonlart yapilmis ve 10 adet
mutant bitki secilmistir.

Calismamizda elde edilen kontrol ve mutant bitkiler arasindaki farkliliklar, RAPD-PZR
yontemiyle ortaya konmustur. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esitlerine ait kontrol ve
mutant bitkilerin birbirlerine olan genetik uzakliklar1 belirlenmistir. Akhisar 97 ve Izmir
Ozbas tiitiin gesitlerinde tuza toleransh olarak secilen ve en fazla genetik uzakliga sahip
olan iki mutantin 100 Gy’lik gama radyasyon dozu ile 1sinlandiklar1 belirlenmistir.

Agustos, 2010
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SUMMARY

INDUCE OF SALT TOLERANCE TOBACCO (Nicotiana tabacum L.) BY
GAMMA RADIATION AND SELECTION OF MUTANTS

It is possible to obtain salt stress tolerant or resistant plant varieties by using the
combination of in vitro techniques and mutagens.

In this study, the tobacco (Nicotiana tabacum L.) seeds belonging to Akhisar 97 and
[zmir Ozbas varieties were irradiated with 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500
and 600 Gy gamma radiation doses and the radiation tolerances were compared
according to the fresh weights, shoot and root lengths of regenerated plantlets from
irradiated seeds. Akhisar 97 variety was found more sensitive to gamma radiation than
Izmir Ozbas variety.

The survival rates, average plantlets’ heights of Akhisar 97 and izmir Ozbas tobacco
seedlings irradiated with 0, 100, 200, 300 and 400 Gy to obtain M; generation were
decreased due to increasing radiation doses. Reducing sugars and nicotine
concentrations in tobacco leaves, were affected by gamma radiation treatments.In
accordance with plant development, amount of reducing sugars at second leaves and
nicotine concentration at top leaves were increased by gamma radiation treatments.

In in vitro and in vivo conditions, at 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 and 350 mM NaCl
concentrations, the salinity tolerance capacities of two tobacco varieties were evaluated
due to chlorophyll, carotenoid and total protein concentrations, lipid peroxidation and
activities of ascorbate peroxidase, guaiacol peroxidase, glutathione reductase,
superoxide dismutase and catalase. Akhisar 97 variety was found more sensitive to
salinity than izmir Ozbas variety.

The seedlings belonging to M3 generations were grown in the % Hoagland solution
containing 250 mM NaCl and their salt tolerance selections were performed. 10 mutant
plants were selected.

In our study, the diffrences between control and mutant plants were presented by RT-
PCR. The genetic distances between control and mutant plants belonging to Akhisar 97

and Izmir Ozbas were calculated. The two most distant salt tolerant mutants were
obtained by 100 Gy gamma radiation treatments in both tobacco varieties.

August, 2010
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasina paralel olarak artan gida ihtiyaci tarimsal iiretimde bir
artisinda olmasin1 zorunlu hale getirmekte ve bunun beraberinde getirdigi sorunlari
¢oziilmesini gerektirmektedir. Diinya genelinde sanayilesmenin sonucu olarak meydana
gelen sera gazlariin artisi, ¢evre kosullarindaki degisiklikleri tetiklemektedir. Cevre
kosullarinda meydana gelen degisiklikler de, tarimsal {iretimin yetersiz kalmasina ve
tirlin kayiplarina yol agmaktadir. Cevresel sartlarda meydana gelen tiim olumsuzluklar,
bitkilerde strese neden olmaktadir. Toprak tuzlulugu, diinya genelinde tarim alanlarinda
tiretime biiylik derecede zarar veren 6nemli gevresel streslerden biridir. Kurak ve yari
kurak iklim bolgelerinde yetersiz yagis ve yiiksek buharlasma, tuzlulugun olusumuna
sebep olan onemli etmenlerdendir. Yanlis sulama ve drenaj kosullarindaki hatalar da

tuzluluga sebep olabilmektedir (Kanber ve dig., 1992).

Ulkemizde gériilen sicak ve kurak iklim kosullari, tuzluluk ve kurakhigin olusumu igin
uygun ortami saglamaktadir. Diinyada ¢orak topraklar, toplam arazi yiizeyinin yaklasik
%10’unu olusturmaktadir (S6nmez, 2003) ve her y1l toprak tuz iceriginin %10 oraninda
artis egiliminde olmasi, sorunun giderek artan bir hizla gelistigini gostermektedir

(Pessarakli, 1999).

Son yillarda diinya ekilebilir tarim arazilerinde 6nemli bir sorun haline gelen tuzluluga
kars1 arastirmalar hiz kazanmastir. Bitki 1slahgilari, tuzlu topraklarda yetisebilecek tuza

toleransh veya tuza direngli varyetelerin gelistirilmesine ¢aligmaktadirlar.

Mutasyon 1slahi, cevresel streslere direngli veya toleranslh varyetelerin gelistirilmesinde
her gegen giin 6nem kazanmaktadir. Bitkilerde aranilan o6zellikteki mutasyonlarin
kendiliginden olusma ihtimalleri son derece diisiiktiir. Bu nedenle, kimyasal veya
fiziksel mutajenler kullanilmakta ve mutasyon olusum frekanslarinin arttirilmasi
saglanmakta ve elde edilen cesitlilik bitki 1slah c¢alismalarinda kullanilmaktadir

(Hewawasam ve dig., 2004; Ahloowalia ve dig., 2004). Bitki 1slah1 ¢alismalarinda



fiziksel mutajen olarak genellikle gama radyasyonu tercih edilmekte ve istenilen

karakterler agisindan yeni varyeteler gelistirilmeye devam edilmektedir (Sigurbjoérnsson,

1977; Das ve dig., 2000).

Hizli gelisen doku kiiltiirii tekniklerinin, mutasyon 1slah1 ¢aligmalarinda kullanilmasiyla

kisa siirede ¢ok sayida mutant bitkinin elde edilebilmesine olanak saglanmistir.

Calismamizda, Izmir yoresine ait iki tiitiin (Nicotiana tabacum L.) ¢esidi model
organizma olarak kullanilmig olup, belirli bir doz araliginda gama radyasyonu
kullanilarak mutant bireylerin eldesi tesvik edilmis, bu mutant bireyler arasinda in vivo
ve in vitro kosullarda tuz stresine karsi toleranslar1 degerlendirilmis ve farkliliklar

molekiiler diizeyde ortaya konulmustur.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. STRES KAVRAMI

Bitkiler, bliyiime ve gelisimlerini etkileyen faktorlere maruz kalmaktadirlar. Bu
faktorler, biyotik ve abiyotik faktorler olarak iki grupta tanimlanmaktadir. Biyotik
faktorleri, yabani otlar, zararli bocekler ve hastaliklar olustururken, abiyotik faktorleri
151 (sicak, soguk, donma), su ve tuzluluk gibi ¢evresel faktorler olusturmaktadir. Bu tip
stres faktorlerinin varliginda hayatta kalmayr basaran bireyler dollerini devam
ettirebilirler. Stres etmeni varliginda, bitkiler hayatta kalmak igin ¢esitli stratejiler
gelistirirler. Ortaya ¢ikan tiim mekanizmalardaki ortak amag, biyotik veya abiyotik stres
nedeniyle direkt veya indirekt olarak oksidatif stres olusumuna yol acan serbest

radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yok edilmesidir (Slater ve dig., 2004).

2.2. OKSIDATIF STRES

Bitkiler, tiim aeroblar gibi, son elektron alicisi olarak O;’yi kullanirlar. Molekiiler
oksijen reaktif degildir. Oksijen, H' gibi bir serbest radikalle reaksiyona girerek radikal

reaksiyonlar1 olusturur ve sonugta hidrojen peroksit meydana gelmektedir.

Bir¢ok durumda ROS {iretimi genetik olarak programlanmistir. Gelisim asamalarinda ve
cevresel kosullardaki degisiklikler sirasinda indiiklenmektedir. Yiiksek bitkiler, bitki
gelisimi ve biliylimesi esnasinda birgok siirecle baglantili ikincil mesajc1 olarak

stiperoksit ve H,O; tiretirler (Sekil 1) (Hong-bo ve dig., 2008).

Hem siiperoksit hem de H,O; bitkilerde 6nemli sinyal molekiilleridir. H,0,, daha
kiigiik, yliksiiz ve hizlica yok edilebilmektedir. Bu 6zellikler, bir hiicre sinyal molekiilii
icin karakteristiktir. Siiperoksit ise, daha kisa yar1 dmre sahiptir ve ytkliidiir. Etkileri,
olustugu bolgenin yakinligr ile kisithdir. Buna ragmen, siiperoksit perhidroksil (HO3)
olusturmak tizere protonlanabilirler ve membrandan gegme potansiyeline sahip olurlar

(Jenks ve Hasegawa, 2005).
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Sekil 1.1. Hidrojen peroksitin regiilasyonu, uzaklastirilmasi ve hiicresel etkileri

(Hirt ve Shinozaki, 2004)

Oksidatif etki, aktif oksijen tiirlerinin (sliperoksit molekiilii (Oy), singlet oksijen (‘O),
hidrojen peroksit (H,0;) ve hidroksil radikali (OH)) olusumunu igcermektedir. Serbest
radikaller, eslesmemis elektron igeren reaktif molekiillerdir. Biyoradikaller de oksijen
ile reaksiyona girerek organik peroksit radikallerini olusturabilirler. Olusan radikaller,
diger organik biyolojik molekiiller ile ¢ok sayida reaksiyonlara girerek biyolojik
hasarlarin olusumu hizlanmaktadir (Badawi ve dig., 2004; Hirt ve Shinozaki, 2004,
Mittler ve dig., 2004; Edreva, 2005).



1) O, + e - 02.-
2) 0,7 + 07 = 2H" - H,0;

3) 0y + H — HO,
4) H,O, + O,” » 0O, + OH + OH

5) 0,” + NO - OONO

Karotenoidler, fotosentezde temel bir role sahiptirler. Karotenoidler, siiperoksitler ve
diger serbest radikaller ile direkt reaksiyona girebilmektedirler. Radikal katyon
olusturarak elektron transferi yapabilmektedirler. Karotenoidler, lipid peroksil radikaller
ile reaksiyona girerek, lipid hidroperoksitlerini ve karotenoid radikallerini
olusturmaktadirlar. Oksidize karotenoidlerin biyolojik fonksiyonlar1 ve yikim tirlinleri
hakkinda c¢ok az bilgi bulunmaktadir. Hayvan sistemlerinde, kanser hiicrelerinde
antiproliferatif etkileri ve apoptozu indiikleyici etkileri bilinmektedir. Bu bilesikler,
bircok foto-oksidatif streste hasar indikatorii olarak diisiiniilmektedir (Sudhir ve

Murthy, 2004; Jenks and Hasegawa, 2005).

Solunum, fotosentez gibi metabolik siirecler de mitokondri, peroksizom ve
kloroplastlarda ROS olusumuna neden olmaktadir. Farkli ROS tipleri, proteinler, DNA
ve lipidler iizerinde oksidatif hasar olusturmaktadirlar. Bitkiler ayrica, ¢esitli ¢evresel
streslere yanit olarak bazi oksidazlar1 ve peroksidazlar1 aktive ederek ROS
tiretmektedirler. ROS konsantrasyonundaki hizli artislar oksidatif patlama olarak
adlandirilmaktadir (Apel ve Hirt, 2004; Banu ve dig., 2009).

Optimum biiyiime kosullarinda ROS iiretimi, g¢esitli antioksidant enzimler sayesinde
hiicresel hasar olusturmayan seviyelerde tutulmaktadir. Buna ragmen cevresel stresler
sonucunda hiicresel dengeler bozulmakta ve ROS {iretimi artmaktadir (Hong-bo ve dig.,
2008). Bitkilerin abiyotik ve biyotik streslere adaptasyonlarinda antioksidantlar ¢ok
onemli bir rol oynamaktadirlar. Bitkiler tipik olarak, membranlar, organeller ve
makromolekiiller {izerinde zararh etkileri oldugu bilinen ¢esitli ¢evresel streslere karsi
koruyucu mekanizma olarak gorev yapan bir grup antioksidantlar1 iiretmektedirler.

Stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve



katalaz (CAT) bitkilerde ana savunucu enzimlerdir (Prochazkova ve dig., 2001; Mittler
ve dig., 2004; Lee ve dig., 2007;Manchanda ve Garg, 2008).

Oksidatif stres, lipid peroksidasyon ve H,0, igerigi ile degerlendirilmektedir. H,O,, 1s1,
151k yogunlugu, kuraklik, patojen, tuzluluk gibi bitki hormonlarini uyaran abiyotik ve
biyotik streslere karsi bitki cevabinda yer alan endojen sinyal molekiiliidiir (Hong-bo ve
dig., 2008). H,O, nin birikimi ayrica, lipid peroksidasyon ve membran bozulmasina yol
acan hidroksil radikallerinin olusumu igin potansiyeli arttirmaktadir (Jaleel ve dig.,
2007). Lipid peroksidasyon, lipoksigenazlar tarafindan enzimatik olarak
baslatilabilmektedir. Bu enzim molekiiler oksijeni linoleik aside dahil etmektedir ve

lipid hidroperoksitler olusmaktadir (Jaleel ve dig., 2007; Yang ve dig., 2009).

Superoksit dismutaz (E.C. 1.15.1.1), O, nin H,O;’ye doniisiimiinii katalize etmektedir
(Sharma ve Davis, 1997; Badawi ve dig., 2004). Katalaz enzimi de (EC 1.11.1.6) olusan
H,O2’nin H,O ve O;’ye yikimini Kkatalizlemektedir. Askorbat peroksidaz (E.C.
1.11.1.11) (APX), askorbati, H,O,’yi suya indirgemek i¢in askorbat1 spesifik elektron
kaynag1 olarak kullanirken beraberinde monodehidroaskorbat (MDHA) olugmaktadir.
MDHA, askorbata MDHA rediiktaz ile veya enzimatik olmayan bir sekilde askorbat ve
dehidroaskorbata (DHA) doniismektedir. DHA, indirgenmis glutatyonu (GSH) indirgen
substrat olarak kullanarak askorbata indirgenmektedir. Bu reaksiyon sonucunda olusan
oksidize glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz (GR) ile katalizlenen bir reaksiyon ile
NADPH tarafindan tekrar GSH’a indirgenmektedir. GSH, antioksidant gibi davranarak
strese bagli olusan birgok oksijen radikalinin indirgenmesini saglayarak H,O, nin toksik
seviyelerde birikmesini onlemektedir (Sekil 1.2) (Sharma ve Davis, 1997; Reddy ve
dig., 2004; Jenks ve Hasegawa, 2005; Song ve ark, 2005; Skopelitis ve dig., 2006;
Hong-bo ve dig., 2008).
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Sekil 1.2. Bitkilerde ROS’larin uzaklastirilmasindaki ana hiicresel yollar:

1) Siiperoksit dismutaz; 2) Peroksizomlarda katalaz; 3) Glutatyon peroksidasyonu ve olusum
siklusu; 4) bitkilerin stroma, sitosol, mitokondri ve apoplastlarinda askorbat-glutatyon yolu; 5)
polifenol oksidasyonu. SOD, siiperoksit dismutaz; CAT, katalaz; APX, askorbat peroksidaz;
MDHAR, monodehidroaskorbat rediiktaz; DHAR, dehidroaskorbat rediiktaz; GR, glutatyon
rediiktaz; GPX, glutatyon peroksidaz; POX, peroksidaz; GSH, indirgenmis glutatyon; GSSG,
oksidize glutatyon; AsA, askorbik asit; MDHA, monodehidroaskorbat; DHA, dehidroaskorbat;
PhC, fenolik bilesikler; oxiPHC, oksidize fenolik bilesikler; tbAPX, tilakoide bagli askorbat
peroksidaz (Pinto ve dig., 2003 ten modifiye edildi).



Bitkilerin oksidatif streslere karsi olan hassasiyetinin, oksidantlarin olusumu ve
antioksidant kapasitesi arasindaki dengeye bagli oldugu bilinmektedir (Prochazkova ve
dig., 2001; Wang ve Han, 2009).

2.3. TUZ STRESI

Tuzluluk; 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde yagmurlarla ve sulama ile yer
alt1 suyuna karisan ¢oziilebilir tuzlarin, yiiksek taban suyu ile birlikte kapilerite yolu ile
toprak yilizeyine ¢ikmasi ve buharlasma sonucu suyun ug¢masiyla toprak yiizeyinde

birikmesi olayidir (Kwiatowski, 1998).

Topraklarda tuzlulugun artmasiyla topraklarin ¢oraklagmasi, ¢ollesmeyi hizlandirmakta
veya tersi olarak ¢ollesmenin etkisiyle topraklar coraklagmaktadir. Topraklarin ve
sularin tuzlanmasinin nedeni, suda ¢oziinebilir tuzlarin yeraltinda, toprakta ve suda

birikmesidir.

Diger taraftan yanlis sulama uygulamalar1 da 6zellikle drenaj kosullarinin kétii oldugu

yerlerde tuzluluga sebep olabilmektedir.

Tirkiye’deki c¢orakligin olusumunda, iklim, drenaj, tarimsal islemler ve toprak
karakteristiklerinin  etkili oldugu ve bu faktorlerin birbirlerinden bagimsiz

degerlendirilemeyecegi belirtilmektedir (Sonmez, 2003).

Tuzluluk, sularda veya topraklarda bulunan ¢6ziinmiis mineral tuzlarin
konsantrasyonundan ileri gelmektedir. Coziinmiis mineral tuzlari, Na, Ca, Mg ve K
katyonlarmi ve CI, SO4, HCO3, CO3 ve NOj3 anyonlarini i¢ine alan baslica ¢oziinebilir
maddeleri kapsamaktadir (Unliikara ve ark, 2006).

Kiiresel 1sinma, tuzluluk, hizli niifus artis1 ve gittik¢e artan insan ihtiyaglar1 beraberinde
biiyiikk problemleri de ortaya ¢ikarmaktadir. Bu sorunlarin ¢6ziilmesi ve engelleyici

onlemlere iligkin yapilan aragtirmalar gittik¢e artmaktadir.



2.4. TUZ STRESININ BITKi BUYUME VE GELISMESINE ETKISI

Tuzlulugun genel etkisi, biilylime oranini azaltmasidir. Bu durum bitkide daha ufak
yapraklara, daha kisa boya ve bazen de yaprak sayisinda azalmalara neden olmaktadir.
Tuzluluk miktarmin o6zellikle diisiik 6lgiideki konsantrasyonlarinda ilk ve ana etkisi
sizma etkilerinden ileri gelmektedir. Tuzlulugun bitkide ilk etkiledigi organ koklerdir.
Koklerde boy ve hacimce azalma goriilmektedir. Ayrica koklerin daha ince veya kalin
olduklar1 da gozlenmektedir. Diisiik tuzluluk miktarlarinda kok biiyiimesi, genellikle
daha az etkilenmektedir veya bazen siirgiin biiylimesi ile karsilastirildiginda tuzluluk

miktari tarafindan tesvik edilmis bile sayilabilir (Shannon ve dig., 1994).

Tuzluluk miktarmin etkisiyle biliylimenin ne oranda etkilendigi tilirlere gore biiyiik
farklilik gostermektedir. Nisbi nem, 1s1, radyasyon ve hava kirliligi gibi cevresel
etkilesimler de tuzluluk miktarina gosterilen tepkinin siddetini dolayli olarak

etkilemektedir (Shannon ve dig., 1994).

Bitki biiyimesinde osmotik stresin iyonik stresten daha etkili oldugu kaydedilmistir
(Hayashi ve Murata, 1998). Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda asiri miktarda biriken
Na’, K" alintmin1 engellerken, CI” ise 6zellikle NO3™ alinimimi énleyerek bitkilerde iyon

dengesizligi ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.

Tuz stresinin bitki biiylime ve verimi lizerindeki siirlayict etkisini meydana getiren
mekanizmalardan birisi osmotik etki ile ilgilidir. Yasamin1 devam ettirmek i¢in suyu
topraktan almak zorunda olan bitkilerin yetisme ortaminda bulunan yiiksek
konsantrasyonlardaki tuz, toprak su potansiyelini azaltarak fizyolojik kurakliga neden
olmaktadir. Boyle bir durumda, toprakta yeterli su bulunsa dahi bitki bu suyu yeterince

alamamaktadir (Hayashi ve Murata, 1998).

Tuzlu kosullarda bitki biiylimesinde meydana gelen azalma, diisiik su potansiyelinden
ileri gelen fizyolojik kuraklik, bitkideki diisiik su potansiyeli ile diisiik oransal turgor
basinct ve hiicrelerde iyon konsantrasyonunun artmasi sonucunda, bitkiler ozmotik

diizenlemelere ihtiya¢ duymaktadirlar. Biitiin bu degisiklikler sonucunda hormonlarda
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dengesizlikler, stoma a¢ilmasi, CO, aliminin azalmasi, transpirasyon kaybi ve kloroz

ortaya ¢ikarak bitki biiylimesini azaltir (Dardeniz ve dig., 2006).

Tuzluluk miktarinin sizma etkileri biiyiime oraninin azalmasina, yaprak rengindeki
degisikliklere, kok/siirgiin oranlari ve olgunlasma hizi gibi gelisim 06zelliklerinde
degisiklikler yapmaktadir. Tuzluluk bitkilerde hiperiyonik ve hiperozmotik etkilere
neden olabilmektedir. Iyonik etkiler genellikle yapraklarda ve meristem dokusunda veya
beslenme diizensizliklerinin tipik belirtileri olarak kendini géstermektedir. Bu nedenle,
yapraklarda yiiksek konsantrasyonlarda Na® ve CI iyonlar1 birikebilir ve bu durum

yapraklarin zararlanmasina neden olmaktadir (Jaleel ve dig., 2007).

Tuz stresi altinda Na* ve CI” gibi iyonlar, proteinlerin hidrasyon tabakalarina girerler ve
aminoasitler ile kovalent olmayan baglarla etkilesirler. Bu durumda, proteinlerde
konformasyonel degisiklikler ve fonksiyon kaybi meydana gelmektedir (Hirt ve
Shinozaki, 2004).

Tuz stresinin bitkilerin biiylimesi {izerindeki etkisi, tuzlulugun tipine, uygulama
siiresine, uygulama siddetine, bitki tiirline ve 6zellikle stres meydana geldigi zamandaki

bitkinin gelisme donemine bagh olarak degismektedir (Li ve dig., 2003).

Yiiksek tuz konsantrasyonu altinda bitkilerde meydana gelen onemli fizyolojik
degisiklikler arasinda yapraklarda klorofil ve karotenoid igeriginin azalmasi,
fotosentezin indirgenmesi, stomalarin kapanip transpirasyonunun azalmasi yer
almaktadir (Jenks ve Hasegawa, 2005). Ayrica tuzluluk, bitkilerde ¢gimlenme, biiylime,
fotosentez, protein sentezi, enerji ve lipid metabolizmasi, yaprakta klorosis ve senesens
gibi tim onemli olaylari etkilemektedir (Munns, 2002; Munns ve dig., 2006). Tuzluluk
ile yaprakta vakuollesmeler, endoplazmik retikulumda kismi siskinlik, hiicrelerarasi
alanda, mitokondri kristalarinda, kloroplast ve stoma sayilarinda azalmalarin meydana

geldigi goriilmektedir (Parida ve Das, 2004a).

Bitkilerin tuza en fazla duyarli olduklari donem ¢imlenme evresidir. Daha sonraki
gelisme ve biiylime evrelerinde tuza karsi dayaniklilik artmaktadir (Song ve dig., 2005;

Li ve dig., 2003). Tuz stresi varliginda, ortamdaki suyun osmotik potansiyelinin artarak
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tohumun su alip sigmesi ile c¢imlenme ile ilgili fizyolojik olaylarin baslamasi
engellenmektedir (Saleki ve dig, 1993). Tuzluluk ile ¢imlenmenin inhibisyonunda
baslica kotiledondaki karbonhidrat ve protein depolarmin aktiflesmesinde gorev alan
bazi enzimlerin (a-amilaz, proteaz ve RNaz) aktivitelerinin inhibe oldugu, solunumun
engellendigi ve zar permeabilitesinin etkilendigi ileri stiriilmistiir (Gomes ve Sodek,

1998).

Cimlenmeyi takiben, bitkinin biiyiime evrelerinde kok, govde ve yaprak gibi bitkinin
vejetatif organlarinin, tuz uygulamasindan sonraki donemlerde degisik oranlarda
etkilendikleri bilinmektedir. Tuzlulugun meydana getirdigi toksik etki, yasli yapraklarda
geng yapraklardan daha fazla gézlenmektedir (Munns, 2002).

Tuzluluk miktar1 ¢gogu kez gelisim siiresini etkilemektedir. Soganlarda ¢i¢eklenme tuz
stresi altinda iken daha erken ortaya c¢ikmaktadir; fakat tuzluluk stresi domatesin

ciceklenmesini geciktirmektedir (Munns, 2002).

Yapilan ¢aligmalarda NaCl konsantrasyonlarinin artisiyla vejetatif biiylimenin azaldigi

ve yapraklarda zararlanmalarin arttig1 belirlenmistir (Dardeniz ve dig., 2006).

Tuzluluk miktari, ¢cogunlukla bitkinin kok bolgesinden alinan doymus toprak camuru
orneginde elektriksel iletkenligi (EC) birimi cinsinden hesaplanmakta, zaman ve
derinlik bakimindan ortalama degeri olarak da verilmektedir. Elektriksel iletkenlik,
elektriksel ~ direncin  karsiigidir.  Olgii  birimi,  decisimens/metre  yada
millimhos/santrimetre’dir. Iyonik konsantrasyon artarken elektriksel iletkenlik de artar.
25 °C’de 4 dS/m ve iizeri iletkenlikteki toprak, tuzlu kabul edilir. Tuzun varlig,

topragin su tutma kapasitesini diisiirmektedir (Shannon ve ark, 1994).
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2.5. TUZ TOLERANSI

Iyonik ve hiperozmotik stresler, bitkilerin hayatta kalmak, tekrar biiyiimeye devam
edebilmek ve gelisebilmek i¢in miicadele etmek zorunda olduklar1 sekonder metabolik

etkilere yol agmaktadirlar (Jenks ve Hasegawa, 2005).

Fizyolojik ve biyokimyasal arastirmalar, halofitlerde tuz toleransinin, iyon dagilimi,
ozmolit birikimi, ¢imlenme cevaplari, ozmotik adaptasyon, suyu tutma, segici tasinma
ve iyon alimi, enzim cevaplari, tuz salinmasi ve genetik kontrolii iceren bir takim
adaptasyonlara dayandigin1 gostermektedir. Bitkinin tuz toleransi veya direnci bitkinin
kok bolgesinde veya yapraklar iizerinde bulunan yiikksek oranda tuzlarin etkilerine
dayanmaya yonelik ters bir etkisi olmayan kalitsal bir yetenek olarak diisiiniilmektedir

(Shannon 1996).

Tuz toleransi, bitkilerin yliksek oranda suda ¢oziilebilir tuz konsantrasyonu igeren bir
toprakta biiyiiyiip kendi yasam siirelerini tamamlama becerileridir. Rizosferdeki yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda yasayabilen ve iyi biiyliyen bitkilere halofitler denir. 200
mM’ i altindaki tuz konsantrasyonlarinda zarar goren bitkiler ise halofit olmayan
bitkiler olarak tanimlanmaktadir. Halofit olmayan bitkilerin bir kismi, 200 mM NaCl
konsantrasyonunda biiyiimeye devam edebilirler. Bu bitkiler tuza toleransh olarak kabul
edilmektedirler (Oncel ve Keles, 2002; Parida ve Das, 2004a; Jenks ve Hasegawa,
2005).

2.6. TUZ TOLERANSINI ARTTIRAN BIiYOKIMYASAL VE MOLEKULER
STRATEJILER

Bir bitkinin tuz toleransinin olabilmesi i¢in iyonik ve ozmotik homeostasin saglanmasi
gerekmektedir (Jenks ve Hasegawa, 2005). Bitkiler, tuz stresi ile basa ¢ikabilmek i¢in
biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar gelistirmektedirler. Tuz toleransini arttiran
biyokimyasal stratejiler; iyonlarin segici birikmesi (Munns ve Rawson, 1999) veya
atilmast (Nakamura ve dig., 2002), iyonlarn kokler tarafindan alinip yapraklara
gonderilmesinin ~ kontrolii, iyonlarin hiicresel veya tiim Dbitki seviyelerinde

boliistliriilmesi, ozmotik diizenleyicilerin sentezi, fotosentez yolundaki degisim, zar
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yapisindaki degisim, antioksidatif enzimlerin indiiksiyonu ve bitki hormonlarinin

indiiksiyonu seklindedir (Nakamura ve dig., 2002; Paridaa ve Das, 2004b).

Tuz toleransi mekanizmalar1 ya diisiik yada yiliksek karmasiklik mekanizmalaridir.
Diisiik karmagiklik mekanizmalari, bircok biyokimyasal yoldaki degisiklikleri
icermektedir. Yiiksek karmasiklik mekanizmalari, fotosentez ve solunum, su kullanim
etkinligi gibi biiylik prosesleri ve hiicre iskeleti, hiicre duvar1 veya plazma zari-hiicre
duvart etkilesimleri ve kromozom-kromatin yapist degisiklikleri, yani DNA
metillenmesi, poliploidizasyon, spesifik dizilerin amplifikasyonu ve DNA eliminasyonu
gibi 6nemli ozellikleri koruyan degisiklikleri icermektedir. Yiiksek diizey proseslerin
korunmasi i¢in diisiik karmasiklik mekanizmalarinin koordineli olarak indiiklendigi

diistiniilmektedir (Parida ve Das, 2004a).

Tuz toleransini belirleyici genler iki fonksiyonel grupta siniflandirilmaktadir. Birincisi,
stresi yatistirmak veya strese adaptasyon igin gerekli olan islemlerden sorumlu olan
effektorleri kodlayan genlerdir. Bu effektdrler, hiicreleri yiliksek sitoplazmik sodyumdan
koruyan tasiyicilar, g¢esitli osmolitlerin biyosentezindeki enzimler, ge¢ embriyonik
donem (LEA) proteinleri, saperonlar ve detoksifiye edici enzimlerdir. Diizenleyici
molekiiller ise, transkripsiyon faktorleri ve protein kinazlar benzeri sinyal molekiilleridir

(Jenks ve Hasegawa, 2005).

Vejetatif dokularda bircok proteinin sentezindeki artis, tuz stresine yanit olarak
olusmaktadir. Bir ¢cok protein LEA proteinleri ile iliskilidir. Bu proteinler, osmotik stres
sirasinda protein yapisini koruyucu saperonlara benzer 6zelliklere sahiptirler (Jenks ve

Hasegawa, 2005).

Na® ve CI iyonlari, plazma membran elektrik potansiyelinde degisiklige yol agarak
turgor kaybina sebep olmakta ve hiicre hacmi degisir. Yiiksek konsantrasyonlarda
sodyum, Na" spesifik olmayan iyon kanallarindan gecer ve membran depolarizasyonuna
sebep olur. Membran polarizasyonundaki degisiklik, Ca?* kanallarini aktive etmektedir.
Turgor kaybi, hiicre hacminde azalmaya ve hiicre zarinin hiicre duvarindan igeri
cekilmesine sebep olur. Hiicre zarinin ¢ekilmesi ile, membrana bagli reseptor kinazlar,

iyon tasiyici kanallar, hiicre duvarn ile iliskide olan transmembran proteinleri, integrin
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benzeri proteinler konformasyonel degisiklige ugrarlar veya kiimelenirler. Boylece de
bu proteinler osmotik stres sensdrii olarak davranmaktadirlar. Integrinler ve F-aktin
hiicre iskeleti, memeli hiicrelerinde hiicre hacim degisikliklerini algilama ile iliskilidir.
Hiicre iskeleti, plazma membrani ve hiicrenin farkli organelleri ile baglantili
oldugundan dolayi, osmotik stres altinda hiicre hacim degisikligini algilayabilmekte ve

i¢ Ca** kanallarina veya sinyal bilesenlerine bunu iletebilmektedir.

Tuz stresi, bitki stres hormonu olan ABA’nin biyosentezini ve birikimini
indiiklemektedir. Kalsiyum derisimindeki degisiklikler, bitki hiicrelerinde stresin tipine,
stres gelisim oranina ve doku tipine gore degisiklik gostermektedir. Hiicrelerarasi veya
hiicre dis1 Ca** depolarindan olusan sitosolik Ca* degisiklikleri kuraklik, soguk ve tuz
streslerinde sekonder mesajci olarak davranmaktadir. Bu dalgalanmalar, tuz stresinin ilk
5-10 saniyesinde olusmaktadir ve 1-10 dakikaya kadar siirebilmektedir. Bu nedenle de,
tuz sinyallerinde en erken olanlardan biri olarak diistiniilmektedir (Hirt ve Shinozaki,

2004; Ma ve Wu, 2007).

ABA, cimlenmeden tohum gelisimine kadar bitki biiylime ve gelisiminin birgok
evresinde 6nemli bir role sahiptir. Tuz stresi, ABA birikimini ve doku tipine bagh
olarak da artis1 indiiklemektedir. Tuz stresi indiiklii ABA birikimi, yapraklarda sadece
osmotik strese bagli olsa da, koklerde hem iyonik hem de osmotik strese baglidir.
Osmotik stres ile turgorun kaybi ABA sentez ve birikimine yol agmaktadir. ABA,
ozmolit biyosentezinde yer alan genler ve stomatal regiilasyon vasitasiyla hiicre su
dengesini regiile etmektedir. Osmotik stres cevap genleri ve iyon tasiyicilari tuz stresi
alinda ABA ile regiile olmaktadir. Tuz stresi ve ABA vakuolar Na'/H" zit yonlii

tastyicisini pozitif yonde regiile etmektedir (Hirt ve Shinozaki, 2004).

Sitosolik Ca?*, hiicreye giren ve ¢ikan kalsiyumun net sonucudur. Kalsiyumun disari
¢ikisi, Ca®* ATPazlar H'/Ca*" zit yonlii tasiyicilar vasitasiyla, igeri girisi ise Ca®*
gecirgen iyon kanallar1 tarafindan kontrol edilerek gerceklesmektedir. Bitkilerde
inositol (1,4,5) trifosfat (IPs) ve siklik adenozin 5’-difosfat riboz (CADPR)- Ca”*
kanallari, vakuolar ve endoplazmik retikulum membranlarinda ve nikotinik asit adenin
diniikleotid fosfat (NAADP)-Ca** kanallari da endoplazmik retikulum membraninda

bulunmaktadir.
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CI" sitotoksik olabilmektedirler. Bitki plazma membranlari -120 ve 200 mV arasinda
icsel negatif potansiyele sahiptirler. Sodyumun pasif girisi, sitosolde iyonu apoplasta
gore 10% kattan fazla konsantre edebilmektedir. 100 mM’dan fazla sitosolik Na*
konsantrasyonlari, hiicrenin normal fonksiyonlarin1 bozmaktadir. Bitkiler ancak
sitosoldeki 100 mM’dan kiigiik Na® konsantrasyonlarina adapte olabilmektedirler.
Na"’un hiicreye girisini énlemek ve azaltmak, sitosolde iyon birikimini dnlemekte ve
boylece bitkinin tuz toleransi artmaktadir. Hiicrede enerji bagimli Na® akisi,
sitoplazmada diisiik Na® konsantrasyonu saglamak icin gereklidir. Na* akisi, plazma
membran H*-ATPaz tarafindan olusturulan H" motive kuvvetini kullanan sekonder aktif
plazma membran Na'/H* zit yonlii tasiyic ile de olusmaktadir. Bitkiler ister glikofit
ister halofit olsun, sitoplazmalarindaki yiiksek miktarda tuzu tolere edemezler. Bu
nedenle tuzlu kosullarda fazla tuzu vakuollerde biriktirirler (Parida ve Das, 2004b;

Jenks ve Hasegawa, 2005).

Bitkilerde sodyumu potasyuma oranla tamamen disar1 atan tasiyici sistemlerin neden
gelismedigi sorusunun cevabi, tuzlu kosullarda vakuolar ozmolit olarak sodyuma

ithtiya¢ duyulmasidir (Mahajan ve dig., 2008; Rejili ve dig., 2008).

Tuz stresi altinda iken bitkiler sitosolde yiiksek K* konsantrasyonu ve diisiik Na®
konsantrasyonuna sahiptirler. Bunu, tasima igin itici gii¢ {ireten H" pompalarmin ve K
ve Na’ tastyicilarinin aktivitesini ve ekspresyonunu diizenleyerek yaparlar (Rejili ve

dig., 2008).

H* pompasi, vakuolar tip H'-ATPaz (V-ATPaz) ve vakuolar pirofosfat bitkilerin
sekresyon yollarinin zarlarinda beraber bulunurlar. V-ATPaz, cogu bitki hiicresinin
endomembranlarindaki dominant H* pompasidir. Sekonder tasimay1 harekete gegirmek,
¢cOziicii homeostasin1 saglamak nedeniyle normal kosullarda bitkinin biiylimesi
acisindan vazgecilmezidir. Tuzluluk, kuraklik, soguk, asit stresi, oksijen azlig1 ve
toprakta agir metallerin fazla olmasi gibi stres kosullar1 altinda, hiicrelerin sag kalmasi
V-ATPaz’1n aktivitesinin ayarlamasina baglidir (Gaxiola ve ark, 2001; Paridaa ve Das,

2004 b).
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Fizyolojik veriler, ana proteinler ile tasinan katyonlar olduklarmdan dolayr Na"’un
hiicrelerarasi akista K ile yaristigim1 gdstermektedir (Mahajan ve dig., 2008; Rejili ve
dig., 2008).

Bitkinin hiicrelerarast K’/Na" dengesini korumasi da tuz toleransi icin oldukea kritiktir.
Na®, hiicreleraras1 alanda K* ile diisiik ve yiiksek affinite tasryici sistemleri ile
yarigmakta ve Ca*, K*/Na" secici birikimini kolaylagtirmaktadir. Ca2+-y1'iksek affinite
sistemlerinde potasyumun sodyuma oranla daha ¢ok alim1 artmaktadir. Ca®, tuz yiiksek
hassasiyeti 1 (salt overly sensitive, SOS1) zit yonlii tasiyicisinin aktivitesini kontrol
ederek plazma membrani boyunca net Na* akisini regiile eden SOS sinyal yolunu aktive
etmektedir (Jenks ve Hasegawa, 2005). K*, bir¢ok enzim icin kofaktdr iken, Na* un

bdyle bir gorevi yoktur.

Hiicre dig1 fazla Na®, yiiksek baglanma kuvveti olan potasyum tasiyicisi (high-affinity
potassium transporter, HKT1) ile hiicreye girebilmektedir. Genelde bitkilerde, HKT1
hiicreye Na* girigine diisiik affinite gostermektedir. Kok hiicrelerine Na* girisi, K*/Na*
tastyict HKT1 ve segici olmayan katyon kanallarmin veya kok gelisiminde rol alan

genlerin regiilasyonundan etkilenmektedir (Hirt ve Shinozaki, 2004).

Genetik ve fizyolojik deliller, HKTI’in plazma membranindan Na® akigini
yonlendirdigini gostermektedir. Indirgenmis TaHKT1 (Triticum aestivum HKT1)
aktivitesine sahip antisens bugday hatlarinda, artmis tuz tolerans1 gostermis ve koklere
Na® aliminda bir azalmanm oldugu belirtilmistir. Bitkilerde HKT proteinlerinin Na®
dengesini kontrol ettigi bilinse de, fonksiyonlar1 heniiz tam olarak tanimlanamamistir
(Jenks ve Hasegawa, 2005). Ancak yapilan calismalarda, HKT1’in, sodyum alimini
tuzlu kosullarda yonlendirdigi ve tuz toleransinin HKT1 ekspresyonunun azaltilarak

diizenlenmesi ile gelistirilebildigi gosterilmistir (Hirt ve Shinozaki, 2004).

Na" konsantrasyonundaki artis, reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesini rediiklemektedir
(Mahajan ve dig., 2008; Rejili ve dig., 2008). Calismalar, tuz stresi altinda, ROS
tarafindan olusturulan sinyallerin Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) vasitasyla
oldugunu gostermektedir. MAPK modiilii, mitojen aktive protein kinaz kinaz kinazlarin

(MAPKKK) fosforillenmesi ve aktive edilmesi, defosforillenmesi ve deaktive edici
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fosfatazlar arasindaki denge tarafindan regiile edilmektedir. Bu negatif regiilatorler,
serin-treonin fosfatazlari, tirozin fosfatazlart ve MAP kinaz fosfatazlarindan (MPK)
olusmaktadir. MPK ailesinin iiyeleri aktivasyon bolgelerindeki Thr-x-Tyr motifindeki

hem treonin hem de tirozinin MAPK defosforilasyonu i¢in spesifik inaktivatorlerdir.

Bitki MAPK’lar1 sinyal olusumunda, hiicre boliinmesinde hormonlar, biyotik ve
abiyotik streslerle iligkilidir. Tuz stresinin alfaalfa, tiitiin ve Arabidopsis’te MAPK’lar1
5-10 dakika gibi kisa bir siirede aktive ettigi gosterilmistir. H,O», bekei hiicrelerde ABA
sinyalinde bir aract olarak goriinmektedir. Proteinlerin sistidin bakiyelerinin H;0,
indiikli oksidasyonu, sinyal aracilarinda konformasyonal degisiklikleri beraberinde

getirmektedir (Sekil 2.1).

Sinyal

l
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i

Aktivatorler

i

MAPKKK

Thr Ty l ThrP  Tyr-P

|
MAPK | —s b — Hedef

l

KAPALI ACIK Hucresel Cevaplar

-Gen ekspresyonu
-Hucre iskeleti
-Hucre siklusu

Sekil 2.1. MAP kinaz sinyalleri (Hirt ve Shinozaki, 2004)
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Koklerden giren Na® yapraklara tasimmaktadir ve sitoplazmada proteinler icin toksik
olan seviyelere ulasmadan vakuollerde birikmektedir. Sodyumun vakuollerde
biriktirilmesi, sitosolde biyokimyasal reaksiyon bolgelerinde diisiik konsantrasyonda
Na’ bulunmasmi saglamak ve osmotik potansiyeli diisiik tutmak amaciyla oldukca

onemlidir (Hirt ve Sinozaki, 2004).

Sitoplazmadaki tuzun atilmasi veya vakuollere boliistiiriilmesi tuz uyarict enzim Na*/H"
zit yonlii tasiyici tarafindan yapilir (Chen ve dig., 2007). Na"’un vakuole tasmmasi
katyon katyon/H" zit yonlii tastyici ile vakuolar H' yerdegistirici enzimler, H-ATPaz
ve H" pirofosfataz ile olusturulan H* elektrokimyasal gradient ile yiiriitiilmektedir
(Jenks ve Hasegawa, 2005). Bu birikim, vakuolar Na*/H" zit yonlii tastyicilar1 (NHX)
tarafindan yonlendirmektedir. Bu zit yonlii tastyicilar, H* degisimi ile vakuole Na*
girisini gerceklestirmektedir. Bu giris, SOS sinyal yolu ile de regiile edilebilmektedir
(Jenks ve Wood, 2010).

Arabidopsis’teki NHX zit yonli tasiyicilari, 8 iiyesi olan bir gen ailesi tarafindan
kodlanmaktadir. Bunlardan sadece 1, 7 ve 8 fonksiyonel goreve sahiptirler. NHX7,
SOS1 olarak da bilinmektedir; NHX8, Li*/H" z1t yonlii tasiyicisidir. Tonoplasttaki NHX
zit yonlii tasiyicilari, H® pompalari, V-tipi ATPaz’lar ve pirofosfatazlar tarafindan
olusturulan H* elektrokimyasal gradientinden yararlanmaktadir (Chen ve dig., 2007;

Jenks ve Wood, 2010).

Vakuolar H*-pirofosfataz 1 (AVP1) ’in fazla miktarda anlatim yapmasmin Na’
birikimini ve tuz toleransini arttirdig1 gosterilmistir (Gaxiola ve dig, 2001). Fukuda ve
dig. (2004), arpada vakuolar H'-pirofosfataz AVP1’in ve vakuolar Na*/H" zit yonlii
tastyicist NHX1’in tuz stresi altinda ayni sekilde artis yoniinde regiile olduklarini
gostermislerdir. Bu genlerin kendiliginden ekspresyonlarinin da tuz toleransini

arttirdiklar1 bildirilmistir (Shi ve Zhu, 2002; Jenks ve Wood, 2010) (Sekil 2.2).
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OsHKT 1;4 "
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Sekil 2.2. Siirgiinlerden Na" atilmasinda karakterize edilmis olan iyon tastyicilari, kanallar ve
pompalar. Hiicrelere Na® girisinden sorumlu olan siklik-niikleotid kanallar1 glutamat
reseptorleri, segici olmayan katyon kanallari ve HKT tasiyicilari (OsHKT1;4 (Oryza sativum
HKT1), OsHKT 1;5, AtHKT1;1 (Arabidopsis thaliana HKT1), OsHKT 2;1). Hiicreden Na*
cikisindan sorumlu Na*/H" antitasiyic1 (SOS1), serin/treonin protein kinaz (SOS2) ile etkilesir.
SOS2’de, [Ca®"] ile aktive olan kalsiyum baglayan protein (SOS3) ile etkilesir. Sodyumun
vakuolar birikimi, vakuolar Na*/H* zit yonlii tasiyicis1 (NHX1) tarafindan ydnlendirilir. Proton
gradienti, vakuolar H*-pirofosfataz (AVP1) ve vakuolar H*-ATPaz tarafindan saglanir (Jenk ve
Wood, 2010).

SOS1, Arabidopsis’te tuza hassas mutantlarda tanimlanan ilk lokustur ve plazma
membranindan enerjiye bagimli olarak Na® tasinmasini yonlendiren Na*/H" zit yonlii
tastyicist SOS1°1 kodlamaktadir. SOS1 ekspresyonu, mRNA stabilitesini i¢eren siirecte
NaCl stresi ile regiile olmaktadir. SOS1, P-tipi H*-ATPaz’lar tarafindan iiretilen H*
elektrokimyasal gradientini plazma membraninda tasima i¢in kullanmaktadir. SOS3,
Ca’* bagli proteini kodlamaktadir. Bu protein, hayvan néronal kalsiyum sensérlerine ve

maya kalsinorini (kalsiyum ve kalmodulini baglayan engelleyici protein) diizenleyici alt
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tinitesine homologdur. SOS3 tarafindan kodlanan miristollenmis kalsiyum baglayici
protein, tuz ile olusan kalsiyum sinyalini algilar ve bunu cevaplara indirgemektedir.
SOS3’iin membran lokalizasyonu, hedef iyon tasiyicilarin regiilasyonuna yardimci
olabilmektedir. SOS3, N-terminal kinaz katalitik domaini ve c-terminal diizenleyici
bolgeye sahip serin/treonin protein kinaz olan SOS2 ile etkilesir ve onu aktive
etmektedir. SOS2 ve SOS3, SOS1’in ekspresyon seviyesini regiile etmektedir. SOS1’in
tasiyic1 aktivitesinin aktivasyonu i¢in SOS2 ve SOS3’e ihtiya¢ vardir. Tuz stresi
varliginda, kok hiicrelerinden Na* ¢ikist ve bitkide uzun mesafe tasinmasi SOS3-SOS2
kinaz kompleks tarafindan regiile edilen SOSI1 ile diizenlenmektedir. SOS3 ve
SOS2’nin koekspresyonunun, SOS1 ile birlikte tuz toleransini arttirdigi bildirilmigtir
(Zhu, 2001; Hirt ve Shinozaki, 2004; Jenks ve Hasegawa, 2005; Cheong ve Yun, 2007,
Mahajan ve dig., 2008) (Sekil 2.3).

TUZ f
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Plazma Tuz sensora ? HKT1 SOS 1
membrani

Sitoplazma a{ A9
AN //v
AN (ca]
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regllasyonu
Na® Orn: SOS 1

Sekil 2.3. Tuz stresi varliginda iyon dengesinin regiilasyonunda SOS yolu. Tuz stresi tarafindan
indiiklenen Ca®* sinyali SOS3 tarafindan algilanir ve SOS2 kinaz aktif hale gelir. Aktiflesen SOS2 kinaz,
SOS1 Na'/H" zit yonlii tasiyicisini fosforile eder ve Na®, sitosol disina pompalanir. SOS3-SOS2 kinaz
kompleksi ayrica, SOS1 ve diger genlerin anlatiminmi diizenler. Bu kompleks, NHX1’i aktive ederek
Na"un dagilimini regiile ederek, plazma membran Na* tastyicist HKT1’in aktivitesini inhibe ederek
sitosole sodyum girisini kisitlar (Hirt ve Shinozaki, 2004).
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2.6.1. Tuz Regiilasyonunun Diger Mekanizmalari

Tuz regiilasyonunun diger mekanizmalari; tuz sekresyonu ve segici tuz birikmesi yada
tuzun atilmasidir. Tuz sekresyonu tuz salgi bezleri ad1 verilen temel hiicresel yapilarin
gelistirilmesi yoluyla olugsmaktadir. Tuzun atilmasi ise birgok halofitte yapraklarindaki
tuz igerigini diizenlemek igin kokler yolu ile olusmaktadir. Iyonlarm veya ¢oziiciilerin
secici birikimi bitkilerin kiitle aksiyonu yolu ile olusan osmotik ayarlamalar
yapabilmelerini saglamaktadir ve daha fazla su tutulmasi ve/veya tuzun atilmasi ile

sonu¢lanmaktadir (Shannon ve Grieve, 1999; Paridaa ve Das, 2004a).

Tuza direngli organizmalarin tuz stresine (uzun ve kisa donemli) hiicresel cevabi,
osmoprotektan bilesiklerin sentezi ve birikimidir. Bunlar, kiigiik, toksik olmayan
bilesiklerdir; proteinleri ve hiicresel yapilar stabilize edebilirler ve hiicrenin osmotik
basincini arttirmaktadirlar. Bu cevap, hiicre su durumu ve protein biitinligi i¢in
homeostatiktir. Osmotik olarak aktif bilesiklerin sitosolde birikimi, osmotik potansiyeli

arttirmaktadir (Apse ve Blumwald, 2002; Hirt ve Shinozaki, 2004).

Bitkiler 6zellikle tuz stresi altinda osmoregiilasyonda gorev alan baslica Na*, K* gibi
inorganik iyonlar ile prolin (amino asit), glisin betain (kuaterner amonyum bilesigi) gibi
baz1 organik maddeleri yapilarinda biriktirirler (Ashraf ve Bashir, 2003; Parida ve Das,
2004a). Ayrica bitkilerin gliserol, sekerler (glukoz, fruktoz, sukroz), organik asitler ile
aminoasitler (glisin, alanin, arginin, sein, l6sin, valin, sitrulin ve ornitin), amidler
(glutamin, asparagin), imino asitler, proteinler, dehidrinler gibi azot iceren bilesikleri ve
poliaminleri biriktirdikleri bilinmektedir (Shannon ve Grieve, 1999; Ashraf, 2004,
Umezawa ve dig., 2006). Tuz stresine maruz kalmis bitkilerde en fazla biriken amino
asidin prolin ve osmotik regiilasyonda gorev alan en 6nemli maddenin ise glisin betain
oldugu bilinmektedir (Hasegawa ve dig., 2000; Yang ve dig., 2003; Umezawa ve dig.,
2006).

2.6.2. Prolin

Prolin, kuraklik ve tuz stresi kosullarinda birikimi artan, hiicresel ozmotik diizenlemede
uygun ¢Ozlinen madde olarak kabul edilmektedir. Prolin, sitoplazmik enzimler igin

koruyucu bir ajan, hiicre i¢i asiditeyi azaltici, stres sonrasi bilylime i¢in nitrojen ve
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karbon kaynagi, makromolekiilleri denatiirasyona karst koruyucu fonksiyonlara sahip
bir ozmolittir (Martinez ve dig., 1996; Liu ve Zhu, 1997; Hmida-Syari ve dig., 2005;
Misra ve Gupta, 2005; Silva-Ortega ve dig., 2008). Prolin birikimi ile bitkilerin tuz
toleranslar1 arasinda negatif korelasyonlar da bildirilmektedir. Prolin birikimi, tuz stresi
sonucunda  olusabildigi  gibi, bitkilerin tuz toleranslarinin  temelini de

olusturabilmektedir (Jaleel ve dig., 2007; Banu ve dig., 2009; Wang ve Han, 2009).

Prolin sentezinin tuzluluga ve susuzluga karsi bitki adaptasyonlarindan biri oldugu
bilinmektedir. Prolin birikimi, tuz stres toleransinin seleksiyonunda bir parametre olarak
kullanilmaktadir. Her ne kadar prolin birikimi, tuz toleransi i¢in bir markir olarak kabul
edilmese de, 1s1, kuraklik ve aglik gibi ¢esitli stres kosullarinda biriktigi gibi bazi tuz
stresine maruz kalan bitkilerde miktarinin azaldigi da gozlenmistir (Misra ve Gupta,
2005; Yang ve dig., 2009). Baz1 bitkilerde ise stres sonucunda prolin birikiminde
anlamli bir artis gézlenmedigi de rapor edilmistir. Prolin birikiminin tuz stres hasarinin
bir reaksiyonu olarak olustugu; tuz toleransi ile ilgili bir bitki cevab1 olmadig1 goriisleri

de bildirilmistir (Misra ve Gupta, 2005).

Yiiksek bitkilerde prolin biyosentezi i¢in glutamat veya ornitin kullanilmaktadir.
Ozmotik stres altinda prolin birikimi, glutamattan de novo sentez sonucu olusmaktadir
(Liu ve Zhu, 1997; Jaleel ve dig., 2007). Delta 1-pirolin-5-karboksilat sentetaz (P5CS),
bitkilerde glutamattan prolin biyosentezinin ilk 2 basamagini katalizlemektedir (Silva-
Ortega ve dig., 2008). Bitkiler ayrica ornitinden ornitin-3-aminotransferaz (OAT) ile
katalizlenen bir reaksiyonla prolin sentezleyebilmektedirler. Bitkilerde OAT, ornitini
direkt olarak amino grubu transferi ile glutamik-y-semialdehit (GSA)’e doniistiiriir ve
bu da prolin-5-karboksilat (P5C) araciligiyla proline doniismektedir (Yang ve dig.,
2009).

Bitkilerde stres altinda prolin birikimi, 2 biyokimyasal yolun karsilikli regiilasyonu
P5CS, prolin-5-karboksilat rediiktaz (PSCR) ve prolin yikiminin baskilanmig aktivitesi
sonuncunda olusmaktadir. Prolin katabolizmasi, pirolin-5-karboksilat dehidrogenaz ve
bir mitokondrial enzim olan prolin dehidrogenaz (PDH) ile katalizlenmektedir. Bu
enzimin aktivitesinin tuz stresi sirasinda azaldigi gosterilmistir (Hmida-Sayari ve dig.,

2005; Jaleel ve dig., 2007; Yang ve dig., 2009).



23

2.7. TUTUN

Bitki sistematiginde Solanaceae familyas1 “Nicotiana” cinsi igerisinde yer alan bir yillik
ve ¢ift ¢cenekli bir bitki olan tiitiin hem tlilkemizde, hem de diinyanin diger iilkelerinde

ekonomik ve tarimsal 6neme sahiptir.

48 kromozomlu olan tiitiin bitkisinin dizi analizi, genom projesi kapsaminda yapilmis

olup genomu 4500 mbp biiyiikliigiindedir (NCBI).

Keyif verici yapraklar: igin yetistirilen tiitiiniin anavatan1 Orta ve Giliney Amerika’dir.
16. yiizyilda Avrupa’ya getirilen tiitiin, 6nceleri siis bitkisi sonralar1 ise sifa bitkisi
olarak kullanilmistir. Yaklasik 400 y1l kadar 6nce (1600—1605), biiylik yaprakli ve kaba
dokulu ilkel bigimde bir bitki olarak iilkemize girmis bulunan tiitiiniin genel treticileri
Cin, ABD, Hindistan, Brezilya, Italya, Yunanistan ve Tiirkiye’dir. Cesitli iklim ve
toprak kosullarina rahatlikla uyum saglama yetenegine sahip olan tiitlin bitkisi, Anadolu
yarimadasinin bilhassa tiitlin {iretim bolgelerinde buldugu uygun toprak ve iklim
kosullarinin, belirgin farklar gdstermesi sonucu, her bolgede birbirinden degisik
ozelliklerle ayrilan ve kalite degerleri yiliksek olan cesitli hatlarin olusmasina neden

olmustur (Peksiislii ve Gencer, 2002).

Haziran-Agustos aylar1 arasinda ¢icek agan ve 0.75-1.5 m boylarinda olan tiitiin
bitkisinin, govdeleri dik, silindir seklinde, tiiylii ve yapiskanlidir. Yapraklar sapsiz veya
kisa sapli, biiyiik oval, tiiylii ve yapiskan, 6zel kokulu ve act lezzetlidir. Cigekler tepede
salkim durumunda bulunurlar. Tiip seklinde, pembemsi-kirmizi renkli, tiiylii ve bes

sivri disli ¢igeklere sahiptir. Meyveleri uzunca ve oval sekilli kiigiik tohumludur.

Tiitlin kazik koklii bir bitki olup, Tiirk tiitiinlerinin boyu 100 cm civarindadir. Yaprak,
titlin  bitkisinin en Onemli ve kullanilan kismidir. Tiitlin yapraklarinin sekil ve

buytikliikleri ¢cok cesitli ve farklidir.
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Tiitiin yapraklarinda tanen, zamk, nisasta, regine ve alkaloitler bulunur. Bu alkaloitler
icinde miktar1 en fazla olan nikotin alkaloididir ve kotii kokuludur. Tohumlarda nikotin
bulunmaz. Nikotin miktari, bitkinin yas1 ile artar. Yapraklar %2-8 oraninda nikotini
malat ve sitratla kombine olarak igerirler. Olgun bitkide nikotin dagilimi degisiklik
gostermekle birlikte genelikle yapraklarda total nikotinin %64°1, gévdede % 18’1, kokte

%131 ve ¢iceklerde de %5 oraninda bulunmaktadir.

Diinyada oryantal tip tiitiin {ireten iilkeler arasinda hem kalite degerleri hem de {iretim

miktarlar1 yoniinden Tiirkiye daima ilk siray1 almistir.

Tiirkiye’de Ege bolgesinde Izmir tiitiinleri, Karadeniz bolgesinde Samsun, Bafta,
Alacam, Sinop, Tasova, Basma, Trabzon, Artvin ve Pazar tiitiinleri, Marmara
bolgesinde Bursa, Izmit, Diizce, Hendek, Balikesir ve Edirne tiitiinleri, Dogu ve
Gilineydogu bdlgesinde ise Yayladag, Bitlis, Adiyaman ve diger Dogu ve Giineydogu

titinleri bulunmaktadir.

Izmir Tiitiinleri, Ege cevresinin Izmir, Manisa, Mugla, Aydin, Denizli ile Balikesir,

Usak, Isparta ve Kiitahya'nin bazi ilgelerinde iiretilmektedir.

Izmir tiitiinleri arasinda az ¢ok kalite farklar1 varsa da diger bolgelere gre en yeknesak
bolgedir. izmir tiitiiniin kokeni “Yenice Basmas1” olmakla beraber Ege toprak ve iklim
kosullarina uymus ve asli olan Yenice Basmasindan endiistriyel nitelikleri daha {istiin
olan bugiinkii izmir tiitiinii meydana gelmistir. Izmir tiitiinlerinin yapraklar1 genellikle
kiigiik boyda, sapsiz, formu genis elips biciminde olup Basma tiitiinlerine
benzemektedir. Renkleri agik sari, sari ve bunlar yesilimsi ve kirmizimsi arasinda
degismektedir. Baz1 {ist el yapraklarinda olgunluga ve piskinlige isaret sayilan koyu
kahverengi benekler vardir. Yetistigi ortamin toprak ve iklim kosullarinin etkisiyle
dokunun sik dizilmis kiiciik ve dolgun hiicrelerden olusmus olmasi sebebiyle

higroskopisite nitelikleri iyidir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Zamk&action=edit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ni%C5%9Fasta
http://tr.wikipedia.org/wiki/Re%C3%A7ine
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Alkaloit&action=edit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotin
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En kokulu tiitinler, Akhisar ve Gavurkdy ekim alanlarinda yetigir. Sindirgi, Soma
Kirkagag ve Manisa'nin bir ¢ok yerlerinde de kokulu tiitiinler yetismektedir. Izmir'in
yakinlarindaki yetigen tiitiinlerin renkleri daha acik, dokular1 daha ince ve yapraklari

daha biiytiktiir.

Icim &zelliklerini, fizyolojik etki giiciinii ¢ok yavas, lezzetini ¢ok tatli ve aromatik
kokulu olarak tanimlayabiliriz. Cok yavas ve ¢ok tatli i¢im niteligi ancak Izmir tiitiinleri

icin dogru ve gegerli olabilir.

[zmir tiitiinleri kimyasal yapisinda nikotin ve proteinli maddeler miktarinin ¢ok diisiik
buna karsilik seker miktarinin yiiksek olmasi ile taninmislardir. Ortalama nikotin orani
%0.70'in altinda olup nikotini %0.25'e kadar diisiik orneklere rastlanir. Protein azotu

miktar1 %0.90-1.30, total indirgen madde miktar1 %15-20 arasinda degismektedir.

Tiitiin, bitkisi lizerinde birbirine en yakin olan, ayn1 zamanda olgunluk derecesine erisen
ve toplanan 3-4 tane yapraktan olusan yaprak gruplarina el denir. Eller, dip, dip tsti, 1.
ana, 2. ana, 3. ana, ug¢ alt1 ve ug¢ gibi terimlerle adlandirilmaktadir. Tiitiin bitkisinde
olgunlagma alt yapraklardan yukariya dogru olmaktadir (Sekil 2.4). Kirim islemi
yapraklar teknik olgunluga geldiginde yapilmaktadir. Bitkinin teknik olgunluga ulastigi,
biiyiimenin durmasi, yaprak kenarlarinin sararmasi, yaprak yiizeyi tiiylii olan ¢esitlerde

tilylerin diismesi ile anlagilmaktadir.
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Sekil 2.4 Tiitiin bitkisinde olgunlagma

(http://www.alpinelink.com.au/tobaccoproduction/index.shtml)

Titilin bitkisinde nikotin, en az sapta, sira ile cigek, primer kdk ve sekonder koklerde
bulunmaktadir. En yiiksek seviyesi yapraklarda gozlenmektedir. Saptan uca ve orta
damardan kenara dogru gittik¢e nikotin miktar1 azalmaktadir. Bitkide olgunluk, nikotin
oranini arttirict bir etkendir. Tiitiin bitkisinde nikotin miktar1 kirimlara gore, dipten uca

dogru gidildikge artis gostermektedir (Xi ve dig., 2005; Shi ve dig., 2006).

Tiitlin kimyasi tarifinde karbonhidratlar terimi statik ve dinamik olarak ayrilmaktadir.
Titiin  kimyasinda sadece karbonhidratlar denmekle dinamik olanlar kast edilir.
Bunlarin baglicalar1 sekerler, nisasta ve dekstrindir. Tiitiin yapraklarinda indirgen seker
orani kirimlara gore, 2. ve 3. ana ellerde artig gosterirken u¢ ve u¢ altinda azalma

gostermektedir (Sarioglu, 1976).
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Tiitlin ~ bitkisi  sahip oldugu c¢esit bollugu, gorlinlir Ozelliklerin  zenginligi,
caprazlamasinin kolay olmasi, kendine dollenir bir bitki olmasi, ¢cok fazla sayida tohum
alimmna imkan vermesi ve tohumlarin uzun yillar ¢imlenme yeteneklerini muhafaza
etmeleri, doku kiiltiirinde hizli rejenrasyon yetenegine sahip olmasi ile ekonomik

Ooneminin yanisira molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda model organizma haline gelmistir.

Calismamizda model olarak 2 cesit Izmir tiitiinii kullanilmistir. Bunlar Akhisar 97 ve

[zmir Ozbas cesitleridir.

2.7.1. izmir Ozbas

Izmir Ozbas tiitiin ¢esidi orta-uzun boylu, sik yaprakli (26-48, ortalama 42) olup, yaprak
sekli; yagmakli, karinli ve kiit u¢ludur. Yaprak yilizeyi hafif kabarcikli ve agik yesil
renktedir, yaprak dokusu Karabaglar ¢esidine gore daha kalindir. Cigek salkimi toplu ve
acik pembe renktedir (Sekil 2.5 ve 2.6). Bu c¢esit, mavi kiife dayanikli, kurakliga
oldukca dayaniklidir. Orta erkencidir. Verim ve kalitesi iyidir. Verimi toprak ve iklim
kosullarma gore degisir (80-150 kg/da). Kuru yaprak rengi yesilimsi-sari renkte,
yanmast orta, elastikiyet ve randimani iyi, tath ve yavas i¢cimlidir (Peksiislii ve Gencer,

2002).

Bu tiitiin ¢esidi, 6zellikle tinli-kumlu tipte arazide ¢ok iyi netice vermistir. Killi, kokii
sikan biinyeye sahip topraklarda verimde diisiis s6z konusudur. Mavi kiife dayanikli
oldugu i¢in erken dikimde yarar vardir. Ge¢ dikimde ve yagisin olmadigi durumlarda ilk
donemde bir sulama yapilmasi gerekebilir. Hasatta olgunlagan yapraklari uzun siire
yanmadan tarlada kalabilmektedir. Yaprak dizilisi ve turgorunu uzun siire korumasi

nedeniyle kirimi kolaydir.
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Sekil 2.5 Izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum L.) ¢esidine ait bitkilerin yapraklarmin genel

goruniimii

Sekil 2.6 Izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum L.) ¢esidine ait tiitiin bitkisinin

gorunimil
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2.7.2. Akhisar 97

Akhisar 97 tiitlin ¢esidi, orta-uzun boyludur. Bitki boyu uzadig: halde, yaprak boyu
fazla uzamaz. Sik yaprakli (30-50, ortalama 45), yaprak rengi acgik sarimsi-yesildir
(Sekil 2.7 ve 2.8). Mavi kiife ve kurakliga oldukca dayanikli olan Akhisar 97 ¢esidi orta
erkenci (Izmir Ozbas’a gdre biraz gegci) bir cesittir. Verim ve Kalitesi iyidir. Verimi
toprak ve iklim kosuluna gore degisir (85-150 kg/da, standart geside gore % 10-20 daha

fazla).

Mavi kiife dayanikli oldugu i¢in erken dikimde yarar vardir. Ge¢ dikimde ve yagisin
olmadig1 durumlarda ilk dénemde bir sulama yapilmasi gerekebilir. Hasatta olgunlasan

yapraklar1 uzun siire yanmadan tarlada kalabilmektedir.

Sekil 2.7 Akhisar 97 tiitiin (Nicotiana tabacum L.) ¢esidine ait bitkilerin yapraklarinin genel

gorunimil
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Sekil 2.8 Akhisar 97 tiitiin (Nicotiana tabacum L.) ¢esidine ait bitkinin genel gériinimii

2.8. MUTAJENIK RADYASYON

Bitkilerde genetik ¢esitliligin arttirllmasinda rol oynayan etkenler arasinda en cok
kullanilanlar hibridizasyon, rekombinasyon, spontan veya tesvik edilen mutasyonlardir.
Spontan mutasyonlarin meydana gelme orani ¢ok diisiiktiir. Mutajenler ile tesvik edilen
mutasyon uygulamalari ile istenen &zellik yoniinden mutasyon oranimin arttirilmasi
amaclanmaktadir. Mutajenler, canli organizmalarin DNA veya RNA molekiillerinin
zincirlerinin molekiiler yapisini degistirerek sdz konusu organizmanin dogal olarak
beklenen seviyenin ¢ok tizerinde mutasyona ugramasina sebep olan fiziksel veya
kimyasal etmenlerdir. Fiziksel mutajenlerle mutasyon olusturma g¢alismalari ABD’li
genetik¢i Miiller’in (1927), Drosophila melanogaster ve 1928 yilinda Stadler’in misir
ve arpa bitkisi iizerinde X 1sinlar ile ¢esitli mutasyonlar1 elde etmesiyle baslamistir.
Iyonize edici radyasyonlarin kullanilmastyla birgok kiiltiir bitkisinde gesitli 6zelliklerin

gelistirilmesi saglanmistir.

Iyonlastirict radyasyonlarin canli sistemlerde meydana getirdikleri fizikokimyasal
degisiklikler ile bunlar takiben canlida gelisen biyolojik sonuglarin incelenmesi son
derece dnemli olmustur. Ciinkii, iyonize radyasyonlarin neden oldugu iyonizasyon ve

uyarilma sonucunda ortaya ¢ikan reaksiyonlar, DNA yapisinda hem baz degisikliklerine


http://tr.wikipedia.org/wiki/Organizma
http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/RNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Molek%C3%BCl
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mutasyon
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fizik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kimya
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hem de DNA iskeletinde kirilmalara neden olur (Briggs and Constantin, 1977; Ozalpan,
2001).

X ve gama 1s1nlari, oo Ve 3 partikdilleri, protonlar ve ndtronlar iyonize radyasyon tiplerini
olusturmaktadir (Briggs and Constantin, 1977; Ozalpan, 2001). X ve gama 1snlari,
elektromanyetik radyasyonlar olarak adlandirilir. Radyasyonlarin madde ile
etkilesimleri acisindan birbirlerine benzemektedirler ancak meydana gelis sekilleri
farklilik gostermektedir. X 1sinlart ¢ekirdek disinda olusan elektron kaynakli 1sinlardir.
Gama 1sinlar1 ise, atom cekirdeginin icinde olusur (Conger ve dig., 1977; Ozalpan,

2001).

Gama 1sinlari, radyoaktif bir g¢ekirdegin bozunarak daha kararli bir hale ge¢mesi
sirasinda agiga ¢ikan enerjinin c¢ekirdekten disar1 atilmasi sonucunda olusmaktadirlar.
Gama 1sinlart kisa dalga boyuna sahiptirler ve bdylece fotonlarda X 1sinlarindan daha
fazla enerji bulundurmaktadir. Kobalt 60 (*°Co) ve Sezyum 137 (**Cs) gama
radyasyonu uygulamalarinda en ¢ok kullanilan kaynaklardir. **'Cs, ®Co’a gére daha
uzun bir yart omre sahip olmasi nedeniyle bir¢ok uygulamada tercih edilmektedir

(Briggs ve Constantin, 1977; Ozalpan, 2001).

Radyasyonun canli sistemlerde meydana getirdikleri etkileri, direkt veya indirekt olarak
siniflandirilmaktadir. Radyasyonun etkisinin ilk kademesi fiziksel kademe olarak
adlandirilir. Bu kademede maddenin molekiillerinde iyonlagsma yada uyarilmalar
meydana gelir. Bu iyonlagmalar sonucunda olusan serbest elektronlar komsu atomlarda
iyonlasmalara yol acarak zincirleme iyonlasma olaylari meydana gelir. Ilk
reaksiyonlarda olusan triinler kararsizdirlar ve ikincil reaksiyonlar meydana gelir. Bu
ikinci asamaya, kimyasal kademe denir. Bu evrede, iyonize radyasyonlarin, atom ve
molekiillerle etkilesmesi sonucunda hiicrelerde serbest radikaller olusur. Serbest
radikaller, iyonlarin veya uyarilmis molekiillerin ayrilmalar1 sonucunda olusan, dis
yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle elektriksel agidan yliksiiz
atom ya da molekiillerdir. Serbest radikaller, oldukca reaktiflerdir ve diger atom veya

molekiillerle reaksiyona kolaylikla girebilirler.
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Serbest radikaller 6nemli hiicre bilesenleri ile reaksiyona girerek bitki hiicrelerinde
hasara yol a¢maktadirlar. Olusan degisikliklerin 1sinlama derecesine bagli olarak
bitkilerin morfolojisini, anatomisini, biyokimyasini veya fizyolojisini etkiledikleri
bildirilmistir. Bu etkiler, tilakoid membranlarda genisleme, fotosentezin degismesi,
antioksidatif sistemin diizenlenmesi ve fenolik bilesiklerin birikmesi gibi bitki hiicresel
yapisinda ve metabolizmasindaki degisiklikleri icermektedir (Ozalpan, 2001; Wi ve
dig., 2007; Al-Rumaih ve Al-Rumaih, 2008).

Canlilarin, biiyiik oranda su igermeleri nedeniyle 1sinlama esnasinda, radyasyon
enerjisinin biiyiik bir kismi su molekiilleri tarafindan absorblanmaktadir. Bu kademe
liclincli asama olan biyolojik kademenin baslamasina sebep olur. Biyolojik hasarlar
acisindan degerlendirildiginde, canli maddenin su igeriginin fazla olmasi nedeniyle,
radyasyonun indirekt etkileri, direkt etkilerinden daha 6énemlidir (Conger ve dig., 1977,
Ozalpan, 2001; Wi ve dig., 2007).

Hiicrelerin %70-80 oraninda su igermesi nedeniyle radyasyon, su molekiillerini
etkileyecektir. Sonugta hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksit anyonu (O;"), hidroksil
radikalleri (OH) ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) olugsmaktadir.
Biitin ROS’lar, normal bitki biiyiime kosullarinda hiicrelerde bulunan normal bir
metabolittir ve belli bir konsantrasyonda belirgin toksisitesi yoktur. Ancak, cevresel
stresler veya iyonize radyasyon ile konsantrasyonu artinca, hiicre Oliimiine yol
agmaktadir. Iyonize radyasyonun organizmalardaki en baskin etkisi olan suyun
hidrolizinin bahsedildigi sekilde ROS olusumunu indiikledigi belirtilmistir. Olusan
ROS’larin zararlar etkilerini dnlemek amaciyla antioksidant sistemde gorevli enzimler,
hiicresel korumay1 saglamaktadirlar (Riley, 1994; Wi ve dig., 2007; Al-Rumaih ve dig.,
2008; Constantinovici ve dig., 2009; Vandenhove ve dig., 2009). Ancak, burada

radyasyonun dozu ¢ok onemlidir.

Biyolojik kademedeki reaksiyonlar ile baslayan olaylar, DNA molekiiliinde hasar
olusumlariyla devam eder. Radyasyon DNA molekiiliinde yapisal hasarlara neden olur.
Baz hasarlar, zincir kirilmalari, baz kayiplari, capraz baglanmalar meydana gelebilir.
Zincir kirilmalart en Onemli hasarlardandir. Bu hasarlar tek zincir ve c¢ift zincir

kirilmalar1 seklinde olusabilmektedir. DNA iskeletinin kirilmast sonucunda olusan
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anormallikler eger uygulanan radyasyon, kromozom replikasyonundan once yani G
fazinda ise, kromozom tipi anormallikleri, sentez fazinin sonunda yani G; fazinda
uygulanirsa kromatid tipi anormallikleri olusturur. Bu anormallikler sonucunda
disentrik kromozomlar, anafaz kopriileri, halka kromozomlar, par¢a degis-tokuslar1 ve
asentrik kromozom parcalar1 ortaya ¢ikar. Bu olay sonucunda da kromozom yap1 ve
say1 degisimleri meydana gelir (Conger ve dig., 1977; Alikamanoglu, 1999; Ozalpan,
2001).

Radyasyonun DNA molekiiliinde olusturdugu yapisal hasarlarin bir sonucu olarak
fonksiyonlarinda da kayiplara ugramaktadir. Radyasyon uygulamasi ile en onemli
fonksiyonlar1 olan kendini esleme (replikasyon) ve mRNA sentezi (transkripsiyon)
olaylarinda kalip 6zelliginde kayiplar oldugu gosterilmistir (Briggs ve Constatin, 1977;
Ozalpan, 2001).

Radyasyonun DNA molekiilii iizerindeki etkilerinin giderilmesi i¢in onarim
mekanizmalar1 devreye girmektedir. Normal kosullarda DNA sentezinin yapilmadig G
ve G, evrelerinde de hasar onarimi s6z konusudur. Ancak ¢ift zincirde kirllma meydana

gelmisse bunun onarilmasi son derece giiglesir (Conger ve dig., 1977; Ozalpan, 2001).

Gama radyasyonlarinin bitki gelisimi {izerine etkileri bir¢ok c¢alisma ile ortaya
konmustur. Farkli radyasyon dozlarinda isimmlanmis bitkilerde ¢imlenmede, siirgiin
bliylimesinde ve diger fizyolojik olaylardaki etkileri gozlenirken, belirli dozlarin
lizerinde canliliga 6liimle siir koymaktadir (Ozbek ve Atak, 1984; Ozbek ve dig.,
1990; Atak, 1991; Alikamanoglu ve Atak, 1994; Conger ve dig., 1997; Montalvan ve
Ando, 1998; Atak ve dig., 1999; Ahloowalia ve Maluszynski, 2001; Wi ve dig., 2007).

Witjaksono ve Litz (2004), avokado embriyo kiiltiirlerinde in vitro kosullarda gama
radyasyonu kullanmiglar ve ¢alismada O, 1, 5, 10, 25 ve 50 Gy gama radyasyon
dozlarinda 1sinlanan embriyonik kiiltiirlerde ¢imlenme, siirglin  gelisimlerinde

farkliliklar gozlendigi bildirilmistir.

Baser ve dig. (2007), iki farkli makarnalik bugday ¢esidinde gama radyasyonunda %co
kaynagindan 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 Gy dozlarda 1s1nlama yapilmis ve ¢esitlerin
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genel kalite 6zellikleri korunarak, kisa boylu genotipleri elde etmeyi planlamiglardir.
Uygulanan radyasyon dozunun artmasiyla tohumlarin ¢imlenme oranlarinda azalma

gorildiigi bildirilmistir.

Berenschot ve dig. (2008), petunya bitkisinde fiziksel ve kimyasal ajanlarin mutant
populasyonu yaratmadaki etkinliklerini karsilastirmiglardir. 0, 20, 40, 60, 80 ve 100 Gy
dozlarda gama radyasyonu ile % 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, ve 0.25 etil metan siilfonat ile
tohumlart muamele etmislerdir. Yiiksek mutajen dozlarinin yasayan bitki sayisini

azalttigin1 bildirilmistir.

2.8.1. Mutasyon Islah1

Tarim alaninda verim potansiyeli yiiksek yeni varyetelerin gelistirilmesi ve bu

varyetelerin 1slah1 cok 6nemli bir yere sahiptir.

Bitki 1slahinda uygulanan yontemleri klasik ve modern 1slah metodlari olmak {izere
ikiye ayrabiliriz. Klasik 1slah metodlari, uzun zaman gerektirmeleri, ¢ok sayida is
giiciine ve ¢ok sayida bitki materyaline ihtiya¢ duymalar1 ve ¢aligilan materyalin mevcut
genetik varyetelerle sinirli kalmasi nedeniyle, yeni metodlarin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmustur.

Bitki 1slah1 ¢aligmalarinda amag, cesitli teknikleri kullanarak bitki tiirlerinde varyasyon
cesitliligi yaratmak ve bu c¢esitlilik i¢inden 1slah¢inin amacina uygun nitelik ve
niceliklere sahip bitkilerin segilip gelistirilmesidir. Ziraat alaninda gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulan 6zellikler arasinda yiiksek verim, hastaliklara, pestisitlere, kurakliga,
tuzluluga, zararlilara dayanikli, yag ve protein igerigi bakimindan zenginlik
sayilabilmektedir. Kiiltiir bitkilerinde istenilen 6zelliklerin kazandirilmasinda, kalitsal
yapida mutasyon olusturacak yontemlerin kullanilmasi, kisa zamanda yeni ¢esitleri
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu amagcla ¢esitli mutasyon olusturucu ajanlar (Mutajenler)

kullanilmaktadir (Predieri ve Virgilio, 2007; Sayed ve dig., 2007).
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Yapilan arastirmalar, kiiltiir bitkilerinde mutajenlerin uygun doz ve siirelerde
kullanilmalariyla istenilen karakterler agisindan faydali bireylerin olusturulmasinda

onemli adimlar atilabilecegini gostermislerdir (Das ve dig., 2000).

Bitki gelistirilmesinde amaca uygun genetik etkiye sahip uygulamalar tercih
edilmektedir. Miimkiin oldugunca az fizyolojik zararlanma olusturmasi ancak buna
karsilik yiiksek oranda genetik varyasyon yaratmasi istenmektedir. Her ikisinin de
artmasi sonucunda bitki yasamini devam ettirememektedir. Bu nedenle doz sinirlarinin
dogru bir sekilde belirlenebilmesi son derece dnemlidir. GRso dozu, fide boyunu kontrol
bitkisine gore %50 azaltan mutajen dozudur. Bu deger her bitki i¢in farklidir ve 6n
denemelerle belirlenmelidir. Bitki 1slah ¢alismalarinda tercih edilen dozlar, GRgg ile
GRs arasindaki dozlardir (Conger ve dig., 1977; Atak ve dig., 1999; Ozalpan, 2001;
Durovi¢ ve dig., 2004; Dardeniz ve dig., 2006).

Fiziksel ve kimyasal mutajenler, mutasyon frekansini arttirmak tizere in vivo ve in vitro

tekniklerle beraber kullanilmaktadir.

Fiziksel mutajen olarak gama radyasyonunun kullanilmasiyla birgok bitkide
tyilestirilmis 6zelliklere sahip yeni ¢esitler elde edilmistir. Uluslararast Atom Enerji
Ajansi (IAEA)’nin 2009 senesinde yayinlanan raporlarina gore, diinya genelinde 60°dan
fazla iilkede 170 farkli bitki tlirlinde 2700 mutant varyete bulunmaktadir. Gelistirilen
varyetelerin  %88’1 fziksel, % 10’u kimyasal mutajen kullanilarak gelistirildigi
belirtilmistir. Bunlar arasinda, Cin’de tuzluluga direngli piring, Hindistan’da sicaga
toleransl bugday, Pakistan’da verimi yiiksek pamuk, Kiiba ve Kosta Rika’da hastaliga
direncli muz, lahana bitkisinde erkencilik, krizantem bitkisinde ¢icek rengi, susam
bitkisinde yag, protein ve verim kalitesi gibi 6zellikleri tasiyan bireyler gelistirilmistir

(Alikamanoglu, 1999; Ahloowalia ve Maluszynski, 2001; IAEA, 2009).

Ozbek ve dig. (1990), soya bitkisinin verim ve yag igerigini arttirmak iizere yaptiklari
calismada, *°Co kaynaginda 50, 100, 150, 200 ve 250 Gy ile 1sinladiklar1 soya
hatlarinda, elde edilen mutant bireylerin kontrol bitkilerine gore yag miktarlarinda ve

verimlerinde artig gézlendigi bildirilmistir.
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Beltagi ve dig.(2006), fasiilye tohumlarin1 0, 20 ve 320 Gy gama radyasyonuna ve O,
1000, 2000 ve 3000 ppm NaCl’e maruz birakmislardir. En yiiksek tuz
konsatrasyonunda, siirgiin boyunda énemli bir azalma goriildiigii, kok boyunun ise tim

tuz uygulamalarinda inhibe oldugu bildirilmistir.

Sayed ve dig.(2007), 2 farkli bugday cesidine ait tohumlardan gelisen embriyonik
kalluslarin farkli dozlarda gama radyasyonu ile 1sinlandiktan sonra % 0, 0.9 ve 1.2 NaCl
iceren ortamlarda tuz toleranslari karsilastirilmistir. 120 Gy ile 1simnlanan ve %1.2 NaCl
iceren ortamda gelisen kalluslarin prolin igeriginin en yiiksek diizeyde oldugu

gozlenmistir.

Sorgum tohumlari %Co kaynaginda 0, 450, 500, 600 Gy’lik gama radyasyon dozlarinda
1sinlandiktan 15 giin sonra 0, 15 ve 30 dS m™ konsantrasyonlarinda tuz stresine maruz
birakilmislardir. 500 ve 600 Gy radyasyon doz uygulamalarinda tiim bireylerin 6l1digi
belirtilmistir. Tuzluluga direngli sorgum genotiplerinin seleksiyonu iginde 14-26 dS m™

olarak belirlenmistir (Tabosa ve dig., 2007).

Lee ve dig. (2003), 0, 30, 50, 70 ve 90 Gy gama radyasyon dozlar ile 1sinladiklar
piring bitkisinden gelisen kalluslart %]1.5 NaCl iceren besin ortaminda kiiltiire

alimiglardir. Tuz toleransh kalluslarin, 0-50 Gy dozlarmin kullanilmasiyla elde

edildikleri bildirilmistir.

Seker kamisina ait embriyonik kallus kiiltiirleri 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 Gy gama
radyasyon dozlarina maruz birakilmiglardir. Kallus kiiltiirleri, farkli dozlarda NaCl ve
PEG-8000 ile muamele edilmislerdir. Elde edlen mutant bireylerin aralarindaki

farkliliklar RAPD analizi ile ortaya konmustur (Patade ve dig., 2006).

Radyasyonun biyolojik yapilar iizerindeki etkilerini degistiren ¢ok sayida biyolojik,
cevresel ve kimyasal faktor bulunmaktadir. Bu faktorler doz basina olusan mutasyon
oranint etkiledikleri gibi, kromozom kiriklarima yol agan mutasyon oranlarini da

etkilemektedir.
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Iyonize edici radyasyonlarla yapilan ¢aligmalarda, calismanmn amacina gore bitkilerin
cesitli kisimlart kullanilabilir (Briggs ve Constantin, 1977; Atak ve dig., 1999).
Tohumlar, bircok farkli fiziksel ¢evrede i1sinlanabilmektedirler. Tohumlar kuru iken
hemen hemen biyolojik aktivitesi minimum oldugundan radyasyonun zararl etkisi ¢cok
fazla goriilmez. Ancak yeterli genetik etkiyi olusturabilmek i¢in, diger bitki kisimlarina
gore daha yiiksek radyasyon dozlart kullanilmasini gerektirmektedir. Bu nedenlerle
tohumlar, mutasyon ¢alismalarinda genellikle tercih edilmektedir. Tohum 1sinlamasinda

en 6nemli iki faktor, oksijen ve su igerigidir (Conger ve dig., 1977).

Yiiksek bitkilerin hiicrelerinin fiziksel ve kimyasal mutajenlere cevaplar cesitli
biyolojik, cevresel ve kimyasal faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bu faktorler
mutajenin verimliligini ve etkinligini modifiye etmektedirler. Su ve oksijen orani,
tohumun radyasyona karsi duyarliliginin degismesinde olduk¢a biiyiikk bir 6neme
sahiptirler. Aktif olarak biiyiiyen bir bitkinin 1sinlanmasinda ise, DNA ile ilgili sentez
sathalar1 ve kullanilacak olan doz daha da 6nem kazanmaktadir (Conger ve dig., 1977,

Ozalpan, 2001).

Mutasyon 1slaht ¢aligmalarinda, istenilen karakterlere sahip bitkilerin gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Ancak 6nemli olan istenilen 6zellik i¢in seleksiyon yapilirken, ana
bitkinin 6zelliklerinin de korunmasi gerekmektedir. Bu asamada, molekiiler analizler
onem kazanmaktadir. Secilen mutant bitkilerin kontrol bitkilerde olan farkliliklar
genetik markirlar kullanilarak goriintiilenebilmektedir (Ahloowalia ve Maluszynski,

2001; Patade ve dig., 2006).
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2.9. GENETIiK MARKIRLAR

Genetik markirlar, genom analizleri i¢in, kromozomda bulunan spesifik bolgelerdir.

Genetik markirlar, morfolojik ve molekiiler olmak {lizere temelde 2 gruba ayrilmaktadir.

2.9.1.Morfolojik Markirlar

Bu markirlarin kalitimi, 6zel biyokimyasal veya molekiiler teknikler kullanilmadan
gozle goriiliir bicimde saptanabilmektedir. Tek lokus ile kontrol edilen morfolojik
ozellikler genetik markir olarak kullanilabilmektedirler. Bu genlerin ekspresyonlar
cesitli ortamlarda tekrarlanabilmektedirler. Cevrenin yaninda, bdyle markirlarin
ekspresyonlar1 epistatik veya pleiotropik etkilesimlerle degisebilmektedir. Morfolojik
markirlarin sayilart oldukga smirlidir. Allelleri dominant-resesif prensibi ile etkilesirler
ve bdylece de heterozigot bireyleri homozigot bireylerden ayirt etmek imkansiz hale

gelmektedir (Kumar, 1999).

2.9.2. Molekiiler Markirlar

Protein seviyesinde polimorfizmi ortaya koyan markirlar biyokimyasal markirlar, DNA

seviyesinde polimorfizmi gosteren markirlar ise DNA markirlar1 olarak bilinmektedir.

Biyokimyasal =~ markirlar  proteinlerdir ve gen ekspresyonunun  sonucunda
olugmaktadirlar. Allellerini tanimlamak tizere elektroforez ile ayrimlar1 yapilmaktadir.
En cok kullanilan protein markirlar, ayn1 enzimin ¢esitli formlar1 olan izozimlerdir.
Protein markirlar, gen dizisindeki farkliliklari gostermektedirler ve ko-dominant
markirlar olarak goérev yapmaktadirlar. Ancak kullanimlar iiriin tiirlerindeki sinirh
sayilarina bagli olarak oldukca sinirlidir ve ayrica translasyon sonrast modifikasyonlara

ugramaktadirlar (Kumar, 1999).

DNA markirlari, polimorfizmin gerceklesme yontemine bagli olarak 2 kategoride
incelenmektedir: 1) Hibridizasyon temelli polimorfizm 2) Polimeraz zincir reaksiyonu

(PZR)-temelli polimorfizm

Birgok bitki tiirliinde DNA hasarlarinin, fenotipik akrabaliklarin ve genetik ¢esitliligin

sayisal degerinin belirlenmesinde DNA markirlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir
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(Callejas ve Ochando, 2002; Danylchenko ve Sorochinsky, 2005; Kulkarni ve
Deshpande, 2006).

Hibridizasyon, tekli niikleik asit polimer zincirlerinin sicaklikla erime ve tekrar birlesme
ile ciftli polimer zinciri olusturmasidir. Bu eslemede zincirlerin birbirini tamamlayan
(komplamenter) niikleotidlerden olusmasi gerekmektedir. Bu islem, bitki tiir ve
cesitlerinin  biribirleri ile yakinlik ve farkliik oranlarmin tesbit edilmesinde
kullanilmaktadir (Kumar, 1999; Ahlowaalia ve Maluszynski, 2001; Farooq ve Azam,
2002; Gaafar ve Saker, 2006).

PZR temelli polimorfizm rastlantisal veya spesifik olabilmektedir. Bu polimorfizm,
kullanilan primerlerin tiplerine, PZR kosullar1 ve fragment ayirim metodlarina baglhidir.
RAPD (rastlantisal c¢ogaltilmis polimorfik DNA), cogaltilmis fragment uzunluk
polimorfzmi (AFLP) ve restriksiyon bdlgelerinin farkliligima dayanan RFLP
metodlarindan olusmaktadirlar. Tiim bu teknolojilerde, hedef olan ancak genomda yeri
bilinmeyen diziye gore istege bagli bir veya daha fazla oligoniikleotidler primer olarak
kullanilmaktadir. Ancak primer boyutlarinda, amplifikasyon kosullarinda ve DNA
kaliplarinin ~ ¢oziilmesi ve saptanmasinda kullanilan tekniklerde  farkliliklar
gostermektedirler (Kumar, 1999; Calljas ve Ochando, 2003; Farooq ve Azam, 2002;
Khan ve dig., 2004; Gostimsky ve dig., 2005).

Welsh ve Mc Clelland (1990) ve Williams ve digerleri (1990) tarafindan gelistirilen
RAPD, insan, bakteri, mantar ve bitkiler gibi ¢ok ¢esitli tiirlerde genetik markir olarak
kullanilmaktadir (Ferreira ve Keim, 1997).

RAPD markirlari, 10 baz c¢iftlik rastlantisal genomik bolgelere goére PZR ile
sentezlenmis polimorfik DNA fragmentleridirler. Rastlantisal niikleotid dizilerinin tek
primeri, agaroz jel elektroforez sisteminde farkli hareket hizlariyla kompleks bir
genomdaki bireyler arasindaki polimorfizmi saptayabilmektedirler. RAPD markir
teknigi ile birgok bitkide genetik benzerliklerin ve farkliliklarin  basariyla
saptanabilmesine, 1slah ¢alismalarinda genetik varyasyonlarin gozlenebilmesine,
somaklonal varyasyonlarin DNA seviyesinde degerlendirilmesine, germplazmin

kategorize edilebilmesine olanak verdigi bildirilmistir (Vilarinhos ve dig., 1994;
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Giménez ve dig., 2001; Kuznetsova, ve dig., 2005; Vollman ve dig., 2005;
Venkatachalam ve dig., 2007). Fragmentlerin sayilar1 ve boyutlari, kullanilan primerin
niikleotid dizisine ve kalip DNA’ya baglidir. RAPD fragmentlerindeki polimorfizm,
kromozomlardaki yeniden diizenlenmeden veya primerin baglanma bolgesindeki nokta

mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Ferreira ve Keim, 1997).

RAPD teknigi ile yapilan genetik analizlerde 6n genetik bilgiye gerek yoktur; basit
olmasi, hizli olmasi, ekonomik olmasi, nanogram (ng) mertebesinde DNA’ya ihtiyag
duyulmasi, primerlerin tesadiifi olarak se¢ilmesi ve bu nedenle belli bir dizi bilgisine
ihtiya¢c duyulmamasi, diger DNA markir tekniklerine goére daha az zahmetli bir teknik
olmasi; radyoaktif izotop veya hibridizasyon prosediirlerine ihtiyag duymamasi gibi

avantajlar1 vardir (Giibbiik ve Pekmezci, 2001; Khan ve dig., 2009).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ISINLAMA ON CALISMALARI

3.1.1. Gama Ismnlariile LD3p, LDsg, GR3y ve GRsy Dozlarimin Belirlenmesi

3.1.1.1.Tohumlarin Nem Iceriginin Belirlenmesi

Her iki ¢eside ait tiitiin tohumlarindan birer gramlik 6rnekler alind1 ve 1siya dayanikli
kaplara konuldu. 130 °C’deki etiivde 1 saat birakildi. Etiivden ¢ikarilan kaplar icinde
CaO bulunan desikatérde sogumaya birakildi. Ornekler tartilmis ve asagida verilen

formiile gére nem oranlar1 hesaplanmistir:

Taze Tohum Agirligi-Kuru Tohum Agirhig
%Nem Igerigiz--n--nn-mmmmmmmmmmm oo x100

Taze Tohum Agirlig

Bu tartimlar sonucunda Akhisar 97 tiitiin ¢esidinin %9, Izmir Ozbas tiitiin ¢esidinin ise

%10 nem igerdigi saptand1 (Briggs ve Constantin, 1977).

3.1.1.2. Isinlama

Calismada kullanilacak radyasyon dozunu belirlemek amaciyla Akhisar 97 ve Izmir
Ozbas tiitiin ¢esitlerine ait 60’ar adet tohum, 1.U. Capa Tip Fakiiltesi, Bizim Losemili
Cocuklar Vakfi Kan Isinlama Unitesinde Sezyum-137 (Cs137) kaynaginda 50, 100,
150, 200, 250, 300, 400, 500 ve 600 Gy dozlarinda gama radyasyonu ile 1sinlandi. Cs-
137 kaynaginin doz hiz1 0.09Gy/sn’dir.

3.1.1.3. Tohumlarin In Vitro Cimlendirilmesi

3.1.1.3.1. Yiizey Sterilizasyonu
Akhisar 97 ve Izmir Ozbas cesitlerine ait tiitiin (Nicotiana tabacum L.) tohumlar1 6nce
%70 alkolde 1 dakika, sonra %20’lik sodyum hipoklorid soliisyonunda 10 dakika



42

bekletildi. Sodyum hipoklorid soliisyonundan ¢ikarilan tohumlar 3 kere steril distile su

ile yikanip steril filtre kagidinda kurutuldu.

3.1.1.3.2. Tiitiin Tohumlarimn Cimlenmesi Icin Kullanilan Besiyeri

Tohumlar ¢imlemeleri i¢in, iginde besiyeri bulunan petri kaplarina ekildiler (Li ve dig.,
2003). Bitkilerin c¢imlenip gelisebilmesi i¢in kullanilan besiyerleri Tablo 3.1°de
belirtilmistir. A besiyerine ekilen tohumlar 27°C ’de 16 saat 151k / 8 saat karanlik giin
periyodunda biiyiime kabinine yerlestirildi. 28 giin siire ile bitki gelismeleri kontrol

edildi.

Tablo 3.1. Tiitlin tohumlarinin ¢imlenmesi, fidelerin gelismesi ve kallus olusumu i¢in

kullanilan besiyerleri

A (Cimlenme Besiyeri ) MS tuzlari+Modifiye MS vitamin (piridoksin HCI 0.5
mg7l1, tiamin 0.4 mg/1)+30 g/l siikkroz +8 g/l agar

B (Biiyiime Besiyeri) A+ 0.2 mg/l IAA + 2 mg/l Kinetin

C (Kallus Besiyeri) A+ 2 mg/l IAA+ 0.2 mg/l Kinetin

3.2. GAMA RADYASYONU iLE TOHUMLARIN ISINLANMASI VE M; VE M,
GENERASYONUNUN ELDESI

3.2.1. Tohumlarin Isinlanmasi ve Denemenin Kurulmasi

Bolim 3.1.1.2°de yapilan 1s1inlama sonuglarina gore gama radyasyonu 1sinlama dozlari
kontrol, 100 Gy, 200 Gy, 300 Gy ve 400 Gy (doz hiz1 0,09 Gy/sn) olarak belirlenmis
olup, Akhisar 97 ve Izmir Ozbas cesitlerine ait tiitiin (Nicotiana tabacum L.) tohumlari
her gruptan 1000’er adet olacak sekilde yukarida belirtilen dozlarda 1sinlanarak Manisa
Akhisar Tekel Yaprak Tiitiin Isletmeleri Merkezi'ne ait fide iiretiminin yapildig
yastiklara Subat ayinda ekildi (Sekil 3.1).

3.2.2. Tarla Denemesi

Tohum yastiklarinda gelisen 15-20 cm uzunlugundaki fideler Mayis ayinda 821 m*’lik

deneme tarlasina sasirtilarak M; tarla denemesi kuruldu. Tarla denemesinde fideler sira



43

tizeri 0.15 m, sira arast 0.40 m, parsel uzunlugu 20 m olacak sekilde deneme tarlasina

ekilmislerdir. Her muamele icin uygulanan parsel alan1 16 m**dir.

Sekil 3.1 Gama radyasyonu ile 1s1nlanan Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum

L.) cesitlerine ait tohumlarin fide iiretimi i¢in yastiklarda ¢imlenmesi

3.2.3.Tiitiin Yapraklarmm Kirim

Haziran aymin ikinci yarisindan itibaren tiitiin yapraklarimin kirimi basladi. Her kirimda
toplanan yaprak ornekleri golgelik bir alanda tiitlin dizme igneleriyle damarlarindan
dizildiler. Dizilen yapraklar pamuk ipine styrildi. Toplanan yapraklar 2. kirim, 3. kirim,
4. kirm ve ug yapraklaridir. iplere dizilen yapraklar, kurumalari icin salag vagonu

denen sistemlere asildi.
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3.3. SEKER VE NiKOTIN MIKTARLARININ TAYINi

3.3.1.Tiitiinde Indirgen Seker Miktarimn Olgiilmesi

0.5 g 6giitiilmiis yaprak tozu, ekstraksiyon kabina alindi. 100 ml ekstraksiyon soliisyonu
(200 ml isopropanol, 3 ml siilfiirik asit) ilave edilerek ve 30 dakika karistirildi. Sonra
siizme islemi yapildi. Orneklerdeki indirgen seker miktarlari, 10g/l glukozdan
hazirlanan standartlara gore Bran Luebbe Auto Analyzer 3 sisteminde 420 nm’de
belirlendi (Sarioglu, 1976).

3.3.2. Tiitiinde Nikotin Miktarmin Ol¢iilmesi

Ogiitiilen tiitiin drneklerinin nem tayini yapildi. 250 mg tiitiin 50 ml’lik kuru konikal
kapta tartildi. 25 ml distile su ilave edildi. 30 dakika karigtirildi. Ekstraksiyon 2.35 g
sodyum kloriir, 7.6 g sodyum tetraborat dekahidrat, 1 ml %30 Brij 35 i¢eren tampon ile
gerceklestirildi. Ekstrakt Whatman No.40 dan siiziildii. Ik birka¢ ml’lik filtrat alinmadi.
Geri kalan filtrat analiz kabinda biriktirildi. Orneklerin nikotin miktarlari, siilfanilik asit
ve siyanojen kloriir ile reaksiyonuna gore, Bran Luebbe Auto Analyzer 3 cihazinda, 1.6
g/l nikotin iceren stok soliisyona gore 460 nm’de kolorimetrik olarak yapildi (Xi ve dig.,

2005; Shi ve dig., 2006).

Nikotin Yiizdesinin Kuru Agirlik Uzerinden Hesaplanmast:

CxVx100 100
%Nikotin= ------------------ X ==mmemeemeenes
m 100-M
c: Nikotin konsantrasyonu, mg/ml olarak belirtilir ve kalibrasyon egrisinden elde edilir.
V: Hacim, hazirlanan ekstraktin ml cinsinden hacmidir.
m: Kiitle, 6rnegin mg cinsinden miktaridir.

M: Nem icerigi, tiitiiniin kiitle tizerinden hesaplanan yiizde nem igerigi

34. M; GENERASYONUNDA HASAT VE M,; GENERASYONU ICIN
HAZIRLIK

M, generasyonunun elde edilmesi amaciyla, farkli dozlarda i1sinlanan her iki tiitiin
¢esidine ait tohumlardan gelisen M; bitkilerine ait tohumlar toplandi ve M, generasyonu

eldesi icin karistirilarak bir sonraki ekim sezonunda tarlaya ekilmek iizere hazirlandilar.
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3.5. M, GENERASYONUNUN TARLAYA EKiMi

Her iki ceside ait 1ismmlanmis bitkilerden hasat edilen tiitiin tohumlari Subat ayinda
tohum yataklarina ve daha sonra da Manisa Akhisar Tekel Yaprak Tiitiin Isletmeleri
Merkezi’'ne ait tarlaya sasirtildi ve sonbaharda tohumlar tek bitki hasadi yapilarak
toplandi.

3.6. IN VITRO VE IN ViVO TUZLULUK CALISMALARI

3.6.1. In vitro Tuzluluk Denemesinin Kurulmasi

Her iki ¢eside ait 600’er tohum, %70 alkolde 1 dakika bekletildikten sonra %20 sodyum
hipoklorid soliisyonunda 10 dakika bekletildikten sonra 3 kere steril distile su ile
yikandi. Steril filtre kagidi {lizerinde kurutulan tohumlar her bir petride 10’ar tohum
olacak sekilde A besiyerine ekildi. Cimlenen tohumlardan gelisen bitkicikler 2 hafta
sonra 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 ve 350 mM konsantrasyonlarinda NaCl iceren MS
besiyerlerini igeren kiiltiir kaplarina her bir tiir i¢in her bir muamelede 30’ar bitki olacak
sekilde ekildi. Ekilen bitkilerin 7. ve 14. giinlerdeki gelisimleri izlendi ve 14. giin
sonunda tiim bitkilerin yas agirliklar tartilarak siirglin boylar1 ve kok boylari dl¢iildii.
Elde edilen bu veriler degerlendirilerek tuz seleksiyonunda kullanilacak olan NaCl
konsantrasyonu belirlendi. Her bir muameleye ait bitkilerin yapraklari toplanarak -80

OC’ye kaldirildi (Hossain ve dig., 2006).

3.6.2. In vivo Tuzluluk Denemesinin Kurulmasi

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esitlerine ait 600’er tohum, steril edildikten sonra her
bir petride 10’ar tohum olacak sekilde A besiyerine ekildi. Cimlenen fideler, B
besiyerine alinarak 30 giin siireyle yetistirildi (Li ve dig., 2003; Dhaliwal ve dig, 2004).
30 giin sonra, elde edilen fidelerle bir bitki biiylitme odasinda optimum kosullarda (16
saat 151k/8 saat karanlik, 25 °C/18 °C) perlit ortamina alinarak Hoagland soliisyonu
(Tablo 3.2) ile glin asir1 sulanarak gelismeleri saglandi. Siire sonunda, tuz denemesi
kuruldu. Elde edilen fideler 0, 50, 100, 200, 250, 300 ve 350 mM konsantrasyonlarinda
NaCl igeren Hoagland soliisyonu ile giin asir1 sulandi. Bitkilerin tuzluluga verdigi
cevaplar gozlendi. Tuz denemeleri 14 giin siireyle devam ettirildi (Hossain ve dig.,

2006; Yazici ve dig., 2007).
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Tablo 3.2 Hoagland Soliisyonunun igerigi

Element Bilesikler mg/L
N Ure 150
P H3PO,4 50
K KNO; 150

Ca Ca(NOs), 150
Mg MgS0O,4.H,0 50
Fe FeSO47H,0 5
Mn MnS0O,4.H,0 0.5
Cu CuS04.5H,0 0.03
Zn ZnS0,4.7H,0 0.05
B H3BO; 0.5
Mo (NH4)s.M070,4.4H,0 0.02

3.6.3. Morfolojik Zararlarin Belirlenmesi

Fidelerde morfolojik olarak ortaya c¢ikan zararlanma derecesini belirleyebilmek
amaciyla bir skala degerlendirmesi yapildi ve 0-5 skalas1 olusturuldu. Bunun i¢in her iki
c¢esit icin, her uygulamadan rastgele se¢ilen 10’ar fideye, zararlanma derecelerine gore

0-5 arasinda bir puan verildi (Kusvuran ve dig., 2007).
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Yapilan degerlendirmede goz oniinde bulundurulan kriterler ve skala degerleri asagida
belirtildi:

0:Bitkinin tuz stresinden hig etkilenmemesi

1:Biliylimede yavaslama, yapraklarda lokal sararma ve kirilma

2:Yapraklarda sararma ve %25 oraninda nekrotik lekelenmeler

3:Yapraklarda %25-50 arasinda nekrotik leke goriilmesi ve dokiilmesi
4:Yapraklarda %50-75 arasinda nekroz ve 6liim goriilmesi

5:Yapraklarda %75-100 arasinda siddetli nekroz goriilmesi veya bitkinin

tamamen Olmesi

3.7. BIYOKIMYASAL ANALIiZLER

0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 ve 350 mM NaCl konsantrasyonlarinda tuz stresine in
vitro ve in vivo ortamda maruz birakilan bitkilerin yapraklar1 hasat edilerek, total
klorofil, total karotenoid, total protein ve antioksidan enzim aktiviteleri (siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz
(GPX), glutatyon rediiktaz (GR)) belirlenmistir.

3.7.1. Fotosentetik Pigmentlerin Miktarlarinin Belirlenmesi

In vitro ve in vivo tuz denemelerinden 14. giinde hasat edilen bitki yapraklarindan 0.5’er
gram tartilarak ve havanda 15 ml %80 aseton ile ekstrakte edildi. Karigim, filtre
kagidindan siiziilerek temiz tiiplere alindi. Ekstrakt hacimleri 6l¢tildii. Ekstrenin klorofil
icerigini belirlemek i¢in 645 ve 663 nm’de, karotenoid igerigini belirlemek i¢in ise 470

nm’deki absorbanslari 6l¢iildii (Arnon, 1949).

3.7.2. Lipid Peroksidasyon Miktarinin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu, tiobarbuturik asit (TBA) reaksiyonu ile olusan malondialdehit
(MDA) miktarinin 6l¢iilmesiyle belirlendi (Madhava Rao ve Stresty, 2000). Ham
ekstrakt, esit hacimde %0.5 TBA soliisyonu ile (%20 (w/v) TBA igeren) karistirildi.
Karisim, 95°C’de 30 dakika 1sitilmis ve buz banyosunda hizlica sogutuldu. Karisim
3000 g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatantin 532 ve 600 nm’deki absorbans
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degerleri alindi. MDA konsantrasyonu 155 mM™ cm™ olan ekstinksiyon katsayisindan

yararlanilarak asagidaki formiile gore hesaplandi:
(A532-A600)x Ekstrakt Hacmi (ml)
155 mM™ cm™ x Ornek Miktar1 (mg)

Sonuglar, pmol MDA g'1 TA olarak ifade edildi (Boughanmi ve dig., 2005; Neto ve
dig., 20006).

3.7.3. Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.7.3.1. Enzim Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Antioksidant enzimlerin ekstraksiyonu i¢in derin dondurucuda saklanmis olan
yapraklar, sogutulmus havanda %2 (w/v) polivinilpolipirolidon (PVPP) ve 1 mM EDTA
igeren 0.05 M sodyum fosfat tamponuyla (pH 6.8) homojenize edildi. Homojenat 4°C
‘de 13.000 g’de 40 dakika santrifiij edilerek olusan siipernatant enzim aktivitelerinin
tayininde kullanildi. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasinda tiim islemler 4°C ‘de

gergeklestirildi.

3.7.3.2. Total Protein Miktarinin Belirlenmesi

Enzim ekstraktlarindaki total protein icerigi, Bradford (1976) yontemine goére standart
olarak si1gir serum albumin (BSA) kullanilarak saptandi. Protein standart egrisi i¢in, 96
kuyucuklu plakaya 0.1, 0.2, 0.25, 0.5, 0.75, 1 ug/ul BSA igeren ¢ozeltiler hazirlandi.
Stipernatantlara 290 pl Bradford belirteci iceren reaksiyon karisimi eklendi. Elde edilen
karisim oda sicakliginda 10 dakika karanlikta bekletildikten sonra Elisa Okuyucu’da
595 nm’de okundu. Protein konsantrasyonuna kars1 6l¢iilen absorbans degerlerine gore

grafik cizildive determinasyon katsayis1 hesaplandi.
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3.7.3.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD,; EC 1.15.1.1) Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Yapraklardaki siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, temeli nitroblue tetrazolium tuzu
(NBT)’nun fotokimyasal olarak indirgenmesinin inhibe edilmesine dayanan,
Beauchamp ve Fridovich (1971)’un protokoliine gore yapildi (Yazict ve dig., 2007).
SOD analizi i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi, 50 mM Sodyum fosfat tamponu (pH
7.8), 33 uM Nitroblue tetrazolium (NBT), 10 mM L-metionin, 0.66 mM EDTA, Na,
0.0033 mM riboflavin igermektedir. Her bir tiip i¢in reaksiyon karisiminin hacmi

toplam 3 ml’dir.

Reaksiyon, karisima 50 pl enzim ekstrakt: eklenmesiyle basladi. Tiipler, 300 pmol m™
s 1g1k siddeti altinda 10 dakika bekletildikten sonra reaksiyonun durmasi i¢in 15 dakika
karanlikta bekletildi. Amersham Bioscences marka spektrofotometrede 560 nm’de
absorbans degerleri Ol¢iildii. 100% inhibisyon degerleri asagidaki formiile gore

hesaplandi:

% Inhibisyon Degeri= 100-[(absorbans x100)/blank]
Spesifik enzim aktivitesi, enzim U mg™ TA olarak belirtildi.

3.7.3.4. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enziminin belirlenmesi Bergmeyer (1970)’in metoduna gore gerceklestirildi.
240 nm’de 3 dakika siire ile HyO, miktarinda olusan azalma izlendi. Reaksiyon
karigimi; 1 mM EDTA, 0.05 mM Sodyum fosfat tamponu (pH 7.0), dH,0 ve %3 H,0;
icermektedir. Dakikada tiiketilen umol H,O, miktar1 1 enzim {initesi olarak saptandi.

Spesifik enzim aktivitesi, enzim U mg™ TA olarak ifade edildi (Yazici ve dig., 2007).

3.7.3.5.Guaiakol Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Yaprak orneklerinde peroksidaz aktivite tayini Scebba ve dig. (2001)’e gore yapildi.
Reaksiyon karisiminda (2.0 ml), 100 mM Sodyum fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM
EDTA, 5 mM guaiakol, 15 mM H,0; ve 50 pl enzim ekstrakti bulunur. Enzim
ekstraktinin eklenmesiyle reaksiyon basladi ve 470 nm’deki 1 dakikalik stiredeki artis
kaydedildi. Enzim aktivitesi olusan tetraguaiakol miktar1 ile onun molar ekstinksiyon

katsayist (26.6 mM™cm™) ile hesaplandi (Neto ve dig., 2006). Sonuglar, pmol H,0,
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ming? TA olarak ifade edildi. 4 mol H;O,, 1 mol tetraguaiakol iiretmek iizere

indirgenir.

3.7.3.6.Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX) enziminin aktivite tayini Nakano ve Asada (1981)
yontemine gore gerceklestirildi. Yontemin esasi, ornekteki enzim tarafindan okside
edilen askorbatin 290 nm’deki absorbansinda olusan azalmanin spektrofotometrik
olarak belirlenmesine dayanmaktadir. 1.5 ml reaksiyon karisimi, 50 mM Sodyum fosfat
tamponu (pH 6.0), 0.1 mM EDTA, 0.5 mM askorbat, 1.0 mM H;0, ve 50 pl enzim
ekstaktin1 icermektedir. Reaksiyon, H,O;’nin konulmasiyla baglar ve askorbat
oksidasyonu 290 nm’de 1 dakika siireyle ol¢iildii. Enzim aktivitesi, molar ekstinksiyon
katsayis1 (2.8 mM ™ cm™) kullanilarak hesapland1 ve sonuclar pmol H,0, min?g? TA
olarak degerlendirildi. 1 mol H,O;’nin rediiksiyonu i¢in 2 mol askorbat gereklidir

(Hossain ve dig., 2006; Neto ve dig., 2006).

3.7.3.7. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi
Glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesi, Foyer ve Halliwell (1976) metoduna gore
belirlendi. NADPH varliginda okside glutatyon miktarindaki azalma, 1 dakika siire ile
340 nm’deki absorbansin azalmasindan yola ¢ikilarak hesaplandi. Glutatyon rediiktaz
enziminin ekstinksiyon katsayisi (6.2 mM™ cm™) kullanilarak indirgen glutatyon
(GSSG) diizeyi hesaplandi. 1 enzim iinitesi, dakikada okside olan glutatyon (pmol m1™)
miktaridir. 1 ml’lik reaksiyon karistmi, 100 mM fosfat tamponu (pH:7.8), 0.1 mM
EDTA, 0.05 mM NADPH, 3 mM GSSG ve 50 ul enzim ekstrakti ile hazirlanmaktadir.
Spesfik enzim aktivitesi, pmol NADPH min™ mg™ TA olarak belirtildi (Neto ve dig.,
2006; Yazict ve dig., 2007).

3.7.3.8.Prolin Analizi

3.7.3.8.1. Standart Egri Olusturulmasi
L-prolinden 100 ppm stok hazirlanarak 0.05-16 ppm araliginda 11 farkh
konsantrasyonda prolin serileri hazirlandi1 (Bates ve dig.,1973). Bu serilerin herbiri i¢in

I ml 6rmek, 1 ml asid ninhidrin ve 1 ml glasiyal asetik asit ilave edilerek 1 saat
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100°C’de reaksiyona birakildi. Reaksiyon buzda sonlandirildiktan sonra 2 ml toluen ile
herbirinin ekstraksiyonu gergeklestirildi. Renkli kisim alinarak toluene karsi 520 nm’de
absorbanslart okundu. Deneme 3 tekerriirlii olarak gergeklestirildi. Prolin
konsantrasyonlarina gore elde edilen absorbanslar degerlendirilerek standart egri ¢izildi

(Sekil 3.2).

1,4 1

ABS 520

20

ppm Prolin

Sekil 3.2 Prolin Standart Egrisi

3.7.3.8.2. Serbest Prolin Miktarinin Ol¢iilmesi

Serbest prolin igeriginin belirlenmesi Bates ve dig.’laria (1973) gore yapildi. 0.5 g
bitki materyali 10 ml %3 sulu siilfosalisilik asit ile homojenize edildi. Filtrat Whattman
No.2 filtre kagidi ile sliziildii. 2 ml filtrat, 2ml asit ninhidrin ve 2 ml glasiyal asetik asit
ile bir test tiipiinde 1 saat 100°C’de reaksiyona birakildi. Reaksiyon, siire sonunda buz
banyosunda sonlandirildi. Reaksiyon karisimi 4 ml toluen ile ekstrakte edildi ve 15-20
sn. test tiipii dikkatlice karistirildi. Tolueni igeren kromofor, sulu fazdan alinarak oda
1s1sia getirildi. Toluen referans olarak kullanilarak 520 nm’deki absorbans okundu.
Prolin konsantrasyonu, standart egriye gore belirlendi ve taze agirlik cinsinden su

formiile gore hesaplandi:

[(ng prolin/ml)x ml toluen)/115.5 pg/ umol]/[(g 6rnek)/5] = pmol prolin/g taze agirlik
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3.8. TUZA TOLERANSLI FIDELERIN M; SELEKSiYONU

3.8.1. In vivo Seleksiyon
In vivo ve in vitro tuzluluk denemelerinin sonucuna gore, 250 mM NaCl tuz

konsantrasyonu, tuzluluga toleransl bitkilerin se¢imi i¢in kullanildi.

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin cesitlerinin M3 generasyonuna ait fideler in vivo
kosullarda 250 mM NaCl tuz konsantrasyonunda ve perlit ortaminda tuzluluga

toleranslilik gosteren fidelerin belirlenmesi igin seleksiyona tabi tutuldular.

Tiitlin ¢esitlerine ait tohumlar, ylizey sterilizasyonu yapildiktan sonra her bir bitki i¢in
10’ar adet olacak sekilde steril filtre kagidi lizerinde kurutulan tohumlar her bir petride
10’ar tohum olacak sekilde biiylime besiyerine ekildi. 30 giin sonra, elde edilen fideler,
bitki biiyiitme odasinda optimum kosullarda (16 saat 151k/8 saat karanlik, 25 °C/18 °C)
perlit ortamina alinarak Hoagland soliisyonu ile giin asir1 sulandi ve 30 giin boyunca
yetistirildi. %4 Hoagland soliisyonu ile 30 giin boyunca sulanan fidelerde tuz seleksiyonu
yapildi. Tuz seleksiyonu i¢in fideler 250 mM NaCl igeren Hoagland soliisyonu ile giin

asir1 sulandi. Tuz denemeleri 14 giin siireyle devam ettirildi.

Seleksiyon sonucunda bitkilerin tuzluluga verdikleri cevaplar kontrol bitkileri ile
karsilastirilarak, toleransli bireyler belirlendi ve bitkiler, temiz perlite alinarak %

Hoagland soliisyonu ile sulanarak yetistirildi (Yazici, 2007).

3.9. TUZA TOLERANSLI OLARAK BELIRLENEN MUTANT BIiTKIiLERIN iN
VITRO KOSULLARDA KONTROLU

Perlit ortaminda yetistirilen Izmir Ozbas ve Akhisar 97 varyetelerine ait 250 mM
NaCl’ye toleransli mutant bitkilerden alinan yapraklardan yiizey sterilizasyonu
yapilarak 1x1 cm® boyutunda kesilen eksplantlar, 250 mM NaCl igeren kallus
olusumunu indiikleyici C besiyerine ekildi. 45 giin siireyle kallus olusumlart gozlendi.

Denemede, kontrol bitkilerine ait eksplantlar pozitif ve negatif kontrol olusturmak iizere
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250 mM NaCl igeren ve icermeyen MS besiyerlerine ekilerek g¢alisma sonuglari

degerlendirildi (Trivedi ve dig., 1991; Omar ve dig., 1993; Hossain ve dig., 2007).

3.10.MUTANT  BITKILERIN GLUTATYON REDUKTAZ ENZIM
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

250 mM NaCl’e kars1 toleransli olarak belirlenen mutant bitkilerin glutatyon rediiktaz

enzim aktiviteleri 3.7.3.7 de belirtildigi sekilde saptandi.

3.11. MOLEKULER ANALIiZLER

Calismamizda Izmir bdlgesine ait olan Akhisar 97 ve izmir Ozbas cesitlerine ait kontrol
ve tuz seleksiyon ¢aligmasi sonucunda belirlenen mutant bireyler arasindaki farkliliklar
DNA diizeyinde, rastlantisal primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonuna

dayanan RAPD-PZR teknigi kullanilarak gosterildi.

3.11.1. Bitki Materyalinin Eldesi

Bitki biiyiitme odasinda yetistirilen kontrol ve 250 mM NaCl’ye toleransli tiitlin
bitkilerine ait yaprak ornekleri toplanarak genomik DNA izolasyonu igin -80 °C’de

saklandi.

3.11.2. Genomik DNA izolasyonu

Bitki materyalinden genomik DNA izolasyonu Doyle & Doyle (1987)’in CTAB
metoduna gore yapildi. Calismamizda kontrol ve mutant bitkilere ait 40’ar mg yaprak
ornekleri siv1 azotta toz haline getirildi ve ependorfa kondu. Uzerlerine 1 ml 65°C’ye
1sitilmis 1XCTAB ekstraksiyon tamponu ilave edildi. Ependorflar 65°C’de 90 dakika
siireyle inkiibe edildi. Daha sonra iizerlerine 500 pl kloroform: izoamil alkol (24:1)
karigimindan ilave edildi. Tiipler alt {ist edilerek karistirildiktan sonra 5 dakika siireyle
10.000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edildi. Ust faz temiz bir ependorf tiipe alindiktan sonra
tizerlerine 600 pl izopropanol ilave edildi ve alt {ist edilerek karigtirildi. Oda 1sisinda 40
dakika bekletilen tiipler siire sonunda 5000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
sonrasinda siipernatantlar uzaklastirildi. Pelletlerin iizerine 1 ml %76’ lik soguk alkol
ilave edildi ve 20 dakika buzda bekletildi. 5000 rpm’de 3 dakikalik santrifiijiin ardindan
stipernatantlar atild1 ve pelletler 1 ml %70 soguk alkol ilave edildi ve 5000 rpm’de 3
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dakika daha santrifiij yapildi. Siire sonunda siipernatantlar atildi ve tiipler kurutularak

100 pl TE tamponu igerisinde ¢dziildiikten sonra -20 °C’de saklandi.

3.11.3. Genomik DNA Analizi

3.11.3.1. Spektral Analiz
Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esitlerine ait kontrol ve mutant bireylerden izole
edilen genomik DNA’larin miktar ve saflik tayinleri Nanodrop cihazi kullanilarak 260

ve 280 nm’deki absorbans degerlerine gore gergeklestirildi.

3.11.3.2. RAPD Analizinde Kullanilan Primerler ve Ozellikleri
Calismamizda, %60 GC oranma sahip, 10 baz uzunlugundaki IDT marka 13 adet
oligoniikleotid primerler kullanildi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 RAPD-PZR analizinde kullanilan primerler ve baz dizilisleri

Primer Ismi Primer Dizisi (5°........3°)
M13 5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’
B18 5’-CCACAGCAGT-3
Al 5’-CAGGCCCTTC-3’
A2 5’-TGCCGAGCTG-3’
A7 5’-GAAACGGGTG-3’

OPB 02 5’-TGATCCCTGG-3’
OPB 05 5’-TGCGCCCTTC-3’
OPB 06 5’-TGCTCTGCCC-3’
OPB 08 5’-GTCCACACGG-3’
OPB 10 5’-CTGCTGGGAC-3’
OPA 11 5’-CAATCGCCGT-3’
OPA 14 5>-TCTGTGCTGG-3’

OPO 04 5’-AAGTCCGCTC-3’
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3.11.4. PZR Uygulamasi

Genomik DNA izolasyonundan sonra, PZR’da kullanilacak olan igeriklerin miktarlari
ve PZR dongii kosullar sirasiyla Tablo 3.4 ve 3.5’te verildi. Denemelerde reaksiyon

karigimlariin toplam hacmi 100 pl olacak sekilde hazirlandi.

Tablo 3.4 PZR Igerigi ve Kullanilan Konsantrasyonlar

PZR Icerigi Konsantrasyon
PZR Tamponu (10x) 10 pl
DNA Konsantrasyonu 25 ng
MqgCl, 25 mM
dNTP karigimi 0.1 mM
Primer Konsantrasyonu 0.2 uM
Taqg DNA Polimeraz 0.1 pl

Tablo 3.5 PZR Déngii Kosullari

PZR Déongiileri Dongii Kosullan
Denatiirasyon 96 °C 30sn
Primer Baglanmasi 45°C 30sn
Primer Uzamas1 72°C 30sn
Dongii Sayist 45

3.11.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi ve Gériintiileme

RAPD-PZR c¢alismasi sonucunda elde edilen banlarin goriintiilenmesi amaciyla 100 ml
IXTAE tamponunda 2 gr agaroz kaynatilarak eritildi. Daha sonra 55°C’ye kadar
sogutulan agaroza 6 pl etidyum bromid eklenerek karistirildi ve jel kasedine dokiildii.
PZR f{irtinleri, herbir 6rnekten 10 pl alinarak 3 pl yiikkleme tamponu karigtirilarak jeldeki
kuyulara yiiklendi. PZR firiinleri %?2’lik agaroz jel elektroforezinde 90 Volt akim
altinda 30 dakika siireyle yiiriitiildii. Y{iiriitme tamamlandiktan sonra DNA bantlar1 UV

translimiinatorde goriintiilendi.
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3.11.4.2. Polimorfizmin Belirlenmesi
Calismamizda kontrol ve mutant bitkilere ait RAPD bant analiz sonuglari, amplifiye
olan primerlerdeki bantlarin varligi ve yokluguna gére polimorfizm orani belirlendi.

Gozlenen RAPD bantlarina®“1”, bulunmayanlara ise “0” olarak sayisal deger verildi.

3.12. ISTATISTIiKSEL ANALiZLER

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum L.) gesitlerine ait kontrol ve farkli
dozlarda gama radyasyonu ile 1sinlanmis bitkilerin in vitro kosullardaki biiylime
parametrelerinden bitki boy uzunlugu, kdk uzunlugu ve taze agirlik ve morfolojik
zararlanma degerlendirilmesinden elde edilen veriler ile farklt NaCl konsantrasyonlarina
in vitro ve in vivo kosullarda maruz birakildiktan sonraki tiim biyokimyasal
analizlerinin (total protein, lipid peroksidasyon, askorbat peroksidaz, guaiakol
peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve prolin)
degerlendirilmeleri varyans analizi ile gergeklestirildi. Istatistiksel olarak anlamli
bulunan verilerin karsilastirilmalart Duncan testi ile gergeklestirildi. Regresyon
analizleri ile her iki g¢eside ait in vitro ve in vivo tuz denemelerine ait biyokimyasal
analiz sonuglarinda, ¢esitlerin kendi iclerinde doza bagimli olarak degisimlerinde ve
deneme kosuluna gore bir farklilik olup olmadiginin istatistiksel degerlendirilmesi

yapildi (Chew, 1976).

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum L.) ¢esitlerine ait kontrol ve tuza
toleransh olarak belirlenen mutant bitkilerin birbirlerine olan genetik uzakliklarina gore

hazirlanan dendrogramlar, POPGENE bilgisayar programindaki kiimeleme analiz

yontemi kullanilarak ¢izildi (Nei ve dig., 1983; Fu, 1996; Yeh ve dig., 1999).
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4. BULGULAR

4.1.TUTUN (Nicotiana tabacum L.) CESITLERINE GAMA RADYASYONUN
ETKIiSI
4.1.1. Radyasyon Hassasiyetinin Belirlenmesi

Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) cesitlerine ait kontrol ve 1sinlanmis

tohumlarin in vitro ¢imlenme yiizdeleri Tablo 4.1’de gosterildi.

Tablo 4.1. izmir Ozbas ve Akhisar 97 (Nicotiana tabacum L.) gesitlerine ait kontrol ve
1sinlanmis tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri

Cesit Doz Isinlanan Giinlere Gore
Tohum Cimlenme Yiizdesi
Sayisi 7. glin 14. giin
izmir Kontrol 60 73.33 100
Ozbas 50 Gy 60 51.67 88.33
100 Gy 60 46.67 78.33
150 Gy 60 28.33 70
200 Gy 60 33.33 68.33
250 Gy 60 20 55
300 Gy 60 20 48.33
400 Gy 60 6.67 33.33
500 Gy 60 5 28.33
600 Gy 60 0 0
Akhisar 97 Kontrol 60 76.67 100
50 Gy 60 51.67 80
100 Gy 60 50 60
150 Gy 60 48.33 56.67
200 Gy 60 48.33 51.67
250 Gy 60 35 43.33
300 Gy 60 25 33.33
400 Gy 60 21.67 26.67
500 Gy 60 15 21.67

600 Gy 60 0 0
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Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait ¢imlenme 7. giinde %73.33’¢, 14. giinde ise %100’e
yiikseldi. Akhisar 97 cesidinde 7. giinde %76.67 iken, 14. giinde tiim tohumlarin
cimlendigi goriildii. Her iki ¢eside ait tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri uygulanan gama

radyasyon dozu artarken azaldi.

Izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin ¢esitlerine ait ¢imlenen tohumlardan elde edilen
stirgtinlerin 28. glinde yasayan fide sayisi, yas agirlik ve kuru agirlik degerleri sirasiyla
Tablo 4.2 ve 4.3’te verildi. Izmir Ozbas ¢esidinde kontrole gore yasayan fide
sayilarinda, yas ve kuru agirlik degerlerinde bir azalma goriildii. 50 Gy dozunda
yasayan fide yiizdesi % 86.67 iken, 500 Gy uygulamasinda bu oran 21.67’ye geriledi.
Akhisar 97 cesidine ait sag kalim, yas ve kuru agirlik degerleri de gama radyasyon
dozunun artisiyla ters orantili olarak azaldi. 50 Gy gama radyasyon uygulamasinda
yasayan fide ytlizdesi % 88.33 iken, 500 Gy uygulamasinda %28.33’¢ geriledi. Her iki
cesitte de 600 Gy gama radyasyon dozu uygulamasinda hayatta kalan bitki olmadigi
goriildii. Doza bagl olarak gozlenen azalislarin istatistiksel agidan anlamli olduklari

belirlendi.

Her iki tiitiin ¢esidinde de uygulanan gama radyasyon dozunun artmasiyla yas ve kuru
agirlik degerlerinde bir azalma gozlendi. Meydana gelen bu azalmanin, istatistiksel

acidan anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).
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Tablo 4.2 izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait fidelerin 28. giindeki yas ve kuru agirliklar:

tizerine gama radyasyonun etkisi

Cesit Doz Isinlanan  Yasayan Ortalama Yas Ortalama Kuru
Tohum  Fide Sayis1  Agirhk (g)2SD  Agirhk(g)£SD
Sayisi
Izmir  Kontrol 60 60 0,1750+0,00532 0,1026+0,0032?
Ozbas 50 Gy 60 52 0,1490+0,0059" 0,0957+0,0054"
100 Gy 60 37 0,1300+0,0049°  0,0924+0,0046°
150 Gy 60 36 0,1119+0,0054%  0,0876+0,0028°
200 Gy 60 31 0,1009+0,0046°  0,0834+0,0045°
250 Gy 60 26 0,0944+0,0031"  0,0768+0,0028"
300 Gy 60 21 0,0805+0,0094%  0,062440,0043¢
400 Gy 60 17 0,0724+0,0082"  0,0537+0,0021"
500 Gy 60 13 0,0454+0,0041° 0,0356+0,0014'

SD: Standart Sapma

Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir

(P< 0.05).

Tablo 4.3. Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait fidelerin 28. giindeki yas ve kuru agirliklar iizerine

gama radyasyonun etkisi

Cesit Doz Isinlanan  Yasayan Ortalama Yas Ortalama Kuru
Tohum Fide Agirhik (2£SD  Agirhk(g)+SD
Sayis1 Sayis1
Akhisar Kontrol 60 60 0,1834+0,0036% 0,1134+0,00252
97 50 Gy 60 53 0,1781+0,0035*  0,1026+0,0037"
100 Gy 60 47 0,1693+0,0030*  0,0984+0,0026°
150 Gy 60 42 0,1594+0,0066™  0,0876+0,0053°
200 Gy 60 41 0,1495+0,0076™  0,0764+0,0014°
250 Gy 60 36 0,1379+0,0039° 0,0691+0,0013f
300 Gy 60 29 0,1118+0,0058"  0,0614+0,0050°
400 Gy 60 24 0,0874+0,0042°  0,0583+0,0026°
500 Gy 60 17 0,0657+0,0032e  0,0453+0,0017"

SD: Standart Sapma

Ayn harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir

(P< 0.05).
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Her iki tiitiin ¢esidinde de uygulanan gama radyasyon dozunun artigina paralel olarak,
yasayan fide sayisi, ortalama yas ve kuru agirlik degerlerinde bir azalma gozlendi. Izmir
Ozbas c¢esidine ait fidelerde 250 Gy radyasyon dozu uygulamasiyla yas agilik
ortalamast %46.04 azalirken, kuru agirlik degerlerinde %?25.25 oraninda bir azalma
goriildii. Akhisar 97 cesidinde de ayn1 dozda yas agirhigin %24.80, kuru agirligin da
%39.06 oraninda azaldig1 goriildii.

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esitlerinin radyasyon hassasiyetleri Sekil 4.1 ve
4.2°de verildi. Elde edilen sonuglarin 1s1ginda calismada kullanilacak olan 1sinlama
dozlarinin belirlenebilmesi i¢in kontrol bitkisine gore sag kalimi %30 oraninda azaltan
radyasyon dozu (LDsp) ve kontrol bitkisine gore sag kalimi %50 oraninda azaltan
(LDso) radyasyon dozlari saptandi. Ayrica fidelerin yas ve kuru agirliklari belirlenerek
kontrol bitkisine gore yas ve kuru agirligt %30 ve %50 oraninda azaltan radyasyon

dozlar1 (GR3p ve GRsp) da belirlendi.

Fidelere ait LD3p ve LDso dozlari ile yas ve kuru agirliga gore GR3g ve GRsg degerleri
Tablo 4.4’te gosterildi.

Tablo 4.4 Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin esitlerinin radyasyona kars1 duyarlilig

Cesit Sag Kalim Yas Agirhk Kuru Agirhk
LDs3o LDso GR3 GRsy  GRgy GRs
Akhisar 97 83Gy 213Gy 188Gy 406Gy 284Gy 387Gy
[zmir Ozbas 150Gy 288Gy 265Gy 407Gy 117Gy 268 Gy

Tiitiin cesitlerinin yasayan bitki sayilari ile yas ve kuru agirliklarinin radyasyon dozlar

ile aralarindaki iliski regresyon analizi ile de gosterildi (Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8).
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Sekil 4.1 Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait fidelerde gama radyasyonun etkisi

Sag kalim degerlerine gore LDsg dozu: 213 Gy
Yas Agirlik degerlerine gére GRsg dozu: 406 Gy
Kuru Agirlik degerlerine gére GRso dozu: 387 Gy
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Sekil 4.2 Izmir Ozbas tiitiin cesidine ait fidelerde gama radyasyonun etkisi
Sag kalim degerlerine gore LDsy dozu: 288 Gy
Yas Agirlik degerlerine gére GRsy dozu: 407 Gy
Kuru Agirlik degerlerine gore GRs, dozu: 268 Gy
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Sekil 4.3 Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine uygulanan gama radyasyon dozu ve sag kalim

arasindaki iliski

y =-0,0002x + 0,1593
R?=0,9426
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Sekil 4.4 izmir Ozbas gesidine uygulanan gama radyasyon dozu ve yas agirlik

arasindaki iliski



64

y =-0,0001x +0,1065
R? =0,9636
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Seki 4.5 Izmir Ozbas ¢esidine uygulanan gama radyasyon dozu ve kuru agirlik

arasindaki iligki

y =-0,0906x + 52,191
R = 0,9036

Sekil 4.6 Akhisar 97 tiitiin ¢esidine uygulanan gama radyasyon dozu ve sag kalim

arasindaki iligki
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Sekil 4.7 Akhisar 97 ¢esidine uygulanan gama radyasyon dozu ve yas agirlik arasindaki
iliski

0,12 1
y =-0,0001x + 0,1099
R? = 0,9443
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Sekil 4.8 Akhisar 97 cesidine uygulanan gama radyasyon dozu ve kuru agirlik

arasindaki iliski
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Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine uygulanan gama radyasyon dozu ve sag kalim arasindaki
regresyon analizinin sonucunda y=-0.0836x+56.882 ve R?*= 0.9815 iken Akhisar 97
cesidinde sag kalim ve doz arasindaki analiz sonucunda elde edilen egrinin denklemi
y=-0.0906x+52.191 ve R?= 0.9036 olarak bulundu. Isinlanan tohumlardaki sag kalim
orani, radyasyon dozundan etkilenmektedir. Izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin gesitlerine
ait yas agirlik degerlerine gore elde edilen regresyon egrilerinin denklemleri sirasiyla
y=-0.0002x+0.1593 ve y=-0.003x+0.1938 olarak bulundu. Ayni verilere ait R? degerleri
ise sirastyla 0.9426 ve 0.9706°dir. Kuru agirlik verilerinden elde edilen egrilerin
denklemleri ise Izmir Ozbas ve Akhisar 97 gesitleri icin sirasiyla y=-0.0001x+0.1065 ve
y=-0.0001x+0.1099’dur. R? degerleri ise sirastyla 0.9636 ve 0.9443 ‘tiir. Regresyon

analizi, artan radyasyon dozlarina goére yas ve kuru agirligin da degistigini gosterdi.

Akhisar 97 tiitiin ¢esidi, [zmir Ozbas tiitiin ¢esidine gore, radyasyona daha hassas olarak

bulundu.

Calismada kullanilacak olan 1sinlama dozlari tiitiin gesitlerinin sag kalim verileri esas
alinarak belirlendi. On denemede saptanan LDs3p ve LDsg dozlarinin alt ve iist dozlar

secilerek, 100 Gy, 200 Gy, 300 Gy ve 400 Gy, ¢alisma dozlar1 olarak belirlendi.

4.1.2. Tarla Denemesi (M; Generasyonu)

Izmir Ozbas ve Akhisar 97 (Nicotiana tabacum L.) tiitiin cesitlerine ait Subat ayinda
yastiklara ekilen tohum sayilari, tarlaya sasirtilan ve sonbaharda hasadi yapilan fide

sayilar1 Tablo 4.5’te verildi.
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Tablo 4.5 M, generasyonu eldesi i¢in ekimi yapilan tohum sayilar1 ve hasadi yapilan

fide sayilari
Cesit Ekilen Tohum Tarlaya Sasirtilan ~ Hasadi yapilan
Sayisi Fide Sayisi Fide Sayisi
[zmir Kontrol 1000 875 725
Ozbas 100 Gy 1000 655 570
200 Gy 1000 570 519
300 Gy 1000 430 418
400 Gy 1000 326 290
Akhisar 97  Kontrol 1000 875 850
100 Gy 1000 616 585
200 Gy 1000 512 486
300 Gy 1000 270 195
400 Gy 1000 250 85

Radyasyona dayanikli olan Izmir Ozbas tiitiin ¢esidinde 200 Gy radyasyon
uygulamasinda yastiklara ekilen tohumlarin %57’si tarlaya sasirtilirken, 300 ve 400 Gy
uygulamalarinda sirasityla ekimi yapilan tohumlarin %43 ve %33’i tarlaya sasirtildi.
Radyasyona hassas olan Akhisar 97 ¢esidinde de ayni dozlarda isinlanarak yastiklara
ekilen tohumlarin sirasiyla %51, %27 ve %25°1 tarlaya ekildi. Hasad1 yapilan fide
sayilar1 degerlendirildiginde, her iki ¢esitte de, uygulanan gama radyasyon dozunun

artigina paralel olarak bir azalma goézlendi.

Titlin yastiklarindan tarlaya sasirtilan kontrol ve 1sinlanmis 1,5 aylik yasayan fide
sayilari, fidelerin boylar1 ve bu fidelerden elde edilen yaprak sayilar1 da Sekil 4.9, 4.10
ve 4.11’de gosterildi. Radyasyonun artan dozlarina paralel olarak sasirtilan fide

boyunda bir azalma belirlendi.
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Sekil 4.9 Izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin cesitlerine ait M; generasyonunda yasayan
fide sayilar

Izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin gesitlerinde, gama radyasyon dozunun artisina paralel

olarak, yasayan fide sayilarinda azalma gozlendi.
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Sekil 4.10 izmir Ozbas ve Akhisar 97 (Nicotiana tabacum L.) tiitiin cesitlerine ait kontrol
ve 1ginlanmis fidelerin ortalama boylari (£SD)
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Her iki tiitiin ¢esidine ait kontrol ve 1sinlanmis fidelerin boylarinda, doz artisina bagh

olarak bir azalma gozlendi.
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Sekil 4.11 izmir Ozbas ve Akhisar 97 (Nicotiana tabacum L.) tiitiin cesitlerine ait
kontrol ve 1ginlanmis fidelerdeki yaprak sayilari (£SD)

Yaprak sayisinda kontrole gore her iki ¢esit i¢in gama radyasyon dozunun artisina baglh
olarak bir azalma saglanirken, 200 Gy’den sonra bir degisiklik gézlenmedi. 200 Gy’lik
radyasyon dozu uygulamasiyla, Akhisar 97 tiitiin ¢esidinin yaprak sayisinda kontrole
gore %20’lik bir azalma gozlenirken, Izmir Ozbas ¢esidinde %7.77’lik bir azalma

gozlendi.

Tarla denemesinde de Akhisar 97°nin, Izmir Ozbas cesidine gore radyasyondan daha
fazla etkilendigi goriildii.
4.4.2.1. Kirimi Yapilan Tiitiin Yapraklarinda Seker ve Nikotin Miktarlar

Isinlanmig ve kontrol tiitiin c¢esitlerine ait indirgen seker miktarlari Boliim 3.3°te

anlatildig: sekilde yapildi ve elde edilen sonuglar Sekil 4.12°de verildi.



70

300

250 A -
S
E.: 200 O Kontrol
‘;%, B 100 Gy
c 150 7 0200 Gy
2 100 0 300 Gy
2 | ® 400 Gy

50 -
0
2. ana el Ug el 2. anael Ug el
Akhisar 97 izmir Ozbas

Sekil 4.12 Gama radyasyonu ile 1sinlanan Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin cesitlerine ait 2. ana
ve ug ellere ait ylizde indirgen seker miktarlart

Akhisar 97 kontrol bitkisinde 2. ana elde indirgen seker miktar1 12.13 iken, ug ellerde
bu deger 4.40’a geriledi. Akhisar 97 tiitiin ¢esidinde, 2. ana elde, 100 ve 200 Gy
uygulamalarinda indirgen seker miktarinda 6nemli bir farklilik goériilmezken, 300 ve
400 Gy radyasyon dozu uygulamalarinda seker konsantrasyonunda artis gozlendi. Ayni
cesitte ug ellere bakildiginda 200 Gy uygulamasiyla indirgen seker konsantrasyonunun
4.40’tan 10.72’ye ylikseldigi, 400 Gy radyasyon dozu uygulamasiyla 3.42’ye geriledigi

gozlendi.

Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait veriler degerlendirildiginde, kontrol bitkisinde indirgen
seker miktar1 10.62 iken, ug elde 7.43 olarak hesaplandi.2. ana elde, 100 ve 200 Gy
uygulamasina ait yapraklarda sirasiyla indirgen seker konsantrasyonlar1 11.07 ve 11.54
iken, 300 Gy radyasyon uygulamasina ait yapraklarda 14.97, 400 Gy’e ait yapraklarda
ise 13.50 olarak bulundu. Izmir Ozbas cesidine ait uc ellerde indirgen seker oranmnin
uygulanan doza baglh olarak azaldigi gozlendi. Her iki tiitiin ¢esidine ait elde edilen

yiizde nikotin miktarlar1 Sekil 4.13’te verildi.
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Sekil 4.13 Gama radyasyonu ile 1sinlanan Izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin ¢esitlerinin 2. ana ve
ug ellere ait yiizde nikotin miktarlar

Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait 2. ana ellere ait kontrol bitkisinin yapraklarinda saptanan
nikotin miktar1 0.41 iken, ug elde 0.85 olarak bulundu. 100 Gy ‘de 2. ana elde 0.35 olan
nikotin miktarinin ug elde 1.07’ye, 200 Gy uygulamasinda 0.38’den 0,51°e, 300 Gy ve
400 Gy radyasyon uygulamalarina ait yapraklarda sirasiyla 0.26 ve 0.32°den 1.32 ve
1.06’ya yiikseldigi gozlendi.

Izmir Ozbas ¢esidine ait kontrol bitkisinde 2. ana ele ait yapraklarda 6lgiilen nikotin
miktart 0.35’den ug ellerde 0.80’e yiikseldi. 100 Gy, 200 Gy, 300 Gy ve 400 Gy
radyasyon ile 1sinlanmais tiitiin bitkilerine ait yapraklarda 2. ana ellerde sirasiyla 0.42,
0.30, 0.32 ve 0.20 iken ug ellerde dlgiilen nikotin miktarlar1 ayni1 dozlarda sirasiyla 1.00,
1.16, 1.14 ve 1.35 olarak hesaplandi.

2. ana elde her iki tiitlin ¢esidinde radyasyon dozunun artistyla, indirgen seker
miktarinda bir artis goriiliirken, bu artisin doz artisiyla direkt bir iligkisi bulunmadi. Ug
ellerde indirgen seker miktarlari, doz artisiyla bir azalis gosterirken, bu degisimlerin de

uygulanan radyasyon dozuyla iliskili olmadig1 bulundu.
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Nikotin miktarlari, her iki ¢esitte de 2. ana elde doz artisindan bagimsiz olarak azalma
gosterdi. Ug ellerdeki nikotin miktarindaki artisin da, yapilan istatistiksel analizler

sonucunda doz artisindan bagimsiz oldugu goriildii.

4.2. M; GENERASYONUNA AIT BULGULAR

Sonbaharda hasadi yapilan M; generasyonuna ait tohumlarin Subat ayinda karistirilarak
tekrar deneme tarlasina ekimi yapildiktan sonra elde edilen M, generasyonuna ait
fidelerin gelisimleri gozlendi. Her iki tiitiin ¢esidine ait toplam fide sayilari ile hasat

edilen fide sayilar1 Tablo 4.6°da verildi.

Tablo 4.6 izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin (Nicotiana tabacum L.) cesitlerinin M,

generasyonuna ait tarlaya ekilen ve hasat edilen bitki sayilart

Cesit Toplam Bitki Hasat Edilen
Sayisi Bitki Sayis1
[zmir Kontrol 700 655
Ozbas 100 Gy 500 405
200 Gy 410 300
300 Gy 365 217
400 Gy 250 68
Akhisar 97 Kontrol 695 650
100 Gy 550 455
200 Gy 440 318
300 Gy 250 91
400 Gy 63 18

Izmir Ozbas cesidi M, generasyonuna ait fidelerde, hasat edilen fide sayilarinmn her iki
tiitlin ¢esidinde de gama radyasyonunun artisina paralel olarak azaldigir gozlendi. 300
Gy gama radyasyon dozu uygulamasi sonucunda Izmir Ozbas tiitin ¢esidi M,

generasyonuna ait 217 adet fidenin hasadi yapilirken, 400 Gy ile 1sinlanmis 68 adet
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fidenin hasadi yapildi. Akhisar 97 ¢esidinde ise, 300 Gy ve 400 Gy gama radyasyon doz
uygulamalarinda M, generasyonunda sirasiyla 91 ve 18 adet fidenin hasadi yapildu.

M, generasyonuna ait tohumlar, tek bitki hasadi yapilarak toplandi ve toplam 1900
bitkiden tohum alindi. In vitro kosullarda tuz stresine toleransli mutant bireylerin

seleksiyonu M3 generasyonunda yapildi.

4.3. IN VITRO TUZ DOZ DENEMESINDEN ELDE EDiLEN BULGULAR

In vitro tuz doz denemesinde 14 giin siireyle bitkilerin gelisimleri gozlendi. Sekil 4.14
ve 4.15’te sirastyla Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin gesitlerine ait bitkilerin in vitro
kosullarda uygulanan tuz konsantrasyonlarindaki  gelisimlerinin, uygulanan
konsantrasyonlar arttik¢a azaldigi goriildii. Akhisar 97 gesidinin izmir Ozbas’a goére

tuzluluga daha hassas oldugu goriildii.

Sekil 4.14 Akhisar 97 (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esidine ait bitkilerin 14. giinde tuzlu
besiyerlerindeki gelisimleri
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Sekil 4.15 izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esidine ait bitkilerin 14. giinde tuzlu
besiyerlerindeki gelisimleri

Tuz doz denemesinin 14. giintinde her iki tiitiin ¢esidine ait bitkilerin taze agirliklari,
siirglin boylar1 ve kok boylar 6l¢iildli. Tiim degerler Duncan’in ¢oklu degisim testine

gore degerlendirildi.

Sekil 4.16 izmir Ozbas ve Akhisar 97 (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait
bitkiciklerin gesitli tuz konsantrasyonlarinda NaCl igeren besiyerlerindeki 14. giinlerinde elde
edilen yas agirliklari (g £SD),

*Her gesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in g¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Farkli konsantrasyonlarinda NaCl iceren besiyerlerinde yetistirilen Izmir Ozbas ve

Akhisar 97 tiitiin cesitlerine ait fidelerin taze agirhiklar1 saptanarak (Sekil 4.16),
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Duncan’in ¢oklu degisim testine gore degerlendirildi (P<0.05). Izmir Ozbas ¢esidinde
100 ve 150 mM NacCl igeren besiyerlerinde yetisen fidelerin taze agirliklarinda artis
gozlendi. Bu artisin kontrole gore anlamli oldugu bulundu. 200 ve 250 mM NacCl i¢eren
besiyerlerinde yetisen fidelerin taze agirliklari ile kontrol bitkileri arasinda anlamli bir
fark bulunmadi. 300 ve 350 mM NaCl igeren besiyerinde yetisen fidelerin taze
agirliklarindaki azalma birbirlerine ve kontrole gore anlamli bulundu. Akhisar 97
cesidinde 50 ve 100 mM NaCl uygulamasinda fidelerin taze agirliklarinda kontrole gore
anlamli bir artis gézlendi. Ancak 150 mM uygulamasinda elde edilen taze agirlik 50 ve
100 mM’a gore anlamli bir diisiis gosterirken kontrole gore farklilik bulunmadi. 200
mM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan NaCl’iin fidelerin taze agirliklarinda
onemli bir azalisa neden olduklar1 goézlenmis olup bu azaliglarin kendi aralarinda

anlamli bir farklilik géstermedikleri belirlendi.

Cesitli tuz konsantrasyonlarindaki Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin gesitlerine ait

fidelerin 14. giindeki siirgiin boylar1 hesaplanmis olup Sekil 4.17 de verildi.

Sekil 4.17 Izmir Ozbas ve Akhisar 97 (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait bitkiciklerin
cesitli tuz konsantrasyonlarmda NaCl igeren besiyerlerindeki 14. glinlerinde elde edilen
stirgiin boylari (cm £SD)

*Her gesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in goklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Izmir Ozbas ¢esidinde 50 ve 100 mM tuz igeren besiyerlerinde gelisen fidelerin siirgiin
boylarindaki artis kontrole gore istatistiksel agidan anlamlidir. Ancak 200 mM ve daha

yiiksek doz uygulandiginda izmir Ozbas tiitiin gesidine ait fidelerin siirgiin boyunda
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azalma meydana geldi. Bu azalis kontrole gére anlamli bir farklilik gosterdi. 250
mM’den daha yiiksek dozlarda kontrole gore dnemli bir azalma varken, dozun artigina
paralel olarak siirgiin boyunda istatistiksel bir fark bulunmadi. Akhisar 97 tiitiin ¢esidine
ait bitkilerin siirgiin boyunda in vitro kosullarda uygulanan 50 ve 100 mM NaCl
konsantrasyonlarinda meydana gelen artis kontrole gore anlamli bulundu. 150 mM ve
daha yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda siirgiin boylarinda bir azalma meydana geldi.
Meydana gelen bu azalis kontrole gore istatistiksel agidan anlamli bir farklilik gosterdi
(P<0.05). 200 mM NaCl konsantrasyonunda izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin ¢esidine
ait fidelerin boylar1 kontrole gore sirasiyla %41.05 ve %67.21 oraninda bir azalma

gosterdi.

Cesitli tuz konsantrasyonlardaki Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin cesitlerine ait

fidelerin 14. giindeki kok boylarina ait grafik Sekil 4.18’de gosterildi.

Sekil 4.18 Izmir Ozbas ve Akhisar 97 (Nicotiana tabacum L.) tiitiin cesitlerine ait bitkiciklerin
cesitli tuz konsantrasyonlarinda NaCl iceren besiyerlerindeki 14. giinlerinde elde edilen kok
boylari (cm £SD)

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarl yapilmistir (P< 0.05).

Farkli NaCl konsantrasyonlarinda yetistirilen 14 giinlik Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait kok

boylar1t 50 mM konsantrasyon uygulamasinda kontrole gore anlamli bir artig gosterdi



77

(P<0.05). 150 mM ve daha yiiksek NaCl konsantrasyon uygulamalarinda kok
boyundaki azalis kontrole gore anlamli olarak go6zlendi. 200 ve 250 mM arasindaki
farkliligin istatistiksel a¢idan anlamli olmadig1 goriildii. Ancak 300 ve 350 mM NaCl
uygulamalarinda fidelerin kok boylarindaki azalma istatistiksel acidan anlamlidir
(P<0.05). Izmir Ozbas cesidinde 50 ve 150 mM NaCl uygulamalarinda kdk boyu
acisindan kontrole gore bir artis oldugu ancak 200 mM ve daha yiiksek NaCl
konsantrasyonlarinda goézlenen azalmanin kontrole gore istatistiksel agidan anlamli
oldugu gériildii (P<0.05). 200 mM NaCl konsantrasyonunda Izmir Ozbas ve Akhisar 97
tiitlin ¢gesidine ait fidelerin kok boylari ise sirasiyla %15,98 ve %65.79 oraninda azalma

gosterdi.

4.4. IN VITRO TUZ DOZ DENEMESINDE BiYOKIMASAL ANALIiZLERDEN
ELDE EDIiLEN BULGULAR

4.4.1.Fotosentetik Pigmentler

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait in vitro ortamda
yetistirilen fidelere farkli konsantrasyonlarda uygulanan tuz stresinin 14. giiniinde hasat
edilen yapraklara ait klorofil konsantrasyonlarina ait veriler sirasiyla Tablo 4.7 ve Tablo
4.8’de verildi.

Tablo 4.7. Akhisar 97 tiitliin ¢esidine ait in vitro ortamda tuz stresine maruz birakilan bitkilerin
14. giindeki klorofil konsantrasyonlar1 (mg/g TA)

Akhisar 97

NaCl Klorofil a Klorofil b Total Klorofil
Kontrol 40,6685+1,23° 7,6571+1,20° 48,3256+0,86°
50 mM 44,9604+0,45° 7,1419+1,20° 52,1023+1,30°
100 mM 45.8132+229°  20,9249+0,98° 66,7382+0,75°
150 mM 41,1641+1,32°  12,5859+0,87° 53,7499+0,96°
200 mM 28,5040+1,13° 7,7367+0,76° 36,2407+0,57°
250 mM 19,3855+0,26° 1,4511+1,20° 20,8366+0,65'
300 mM 15,6536+0,98" 1,5639+0,54° 17,2175+0,36°
350 mM 9,3851+1,119 0,4529+0,36° 9,8379+0,72"

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait in vitro ortamda tuz stresine maruz birakilan bitkilerin
klorofil a ve total klorofil konsantrasyonlari, 50, 100 ve 150 mM NaCl uygulamalarinda
kontrole gore bir artig gosterdi. 200 mM ve daha yliksek tuz konsantrasyonlarinda
kontrole gore istatistiksel acidan anlamli bir azalis gozlendi. Klorofil b
konsantrasyonlarinda ise, 200 mM NaCl uygulamasina kadar olan tuz uygulamalarinda
kontole gore anlamli artiglar belirlendi. Daha yiiksek tuz uygulamalarinda ise Akhisar
97 ¢esidinde kontrole gore klorofil b’nin miktarin istatistiksel agidan anlamli olarak

azaldig gozlendi (P<0.05).

Tablo 4.8. izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vitro ortamda tuz stresine maruz birakilan bitkilerin
14. giindeki klorofil konsantrasyonlar1 (mg/g TA)

Izmir Ozbas
NaCl

Klorofil a Klorofil b Total Klorofil
Kontrol 28,2724+1,00° 15,1447+0,96° 43,4171+0,78°
50 mM 38,2587+1,30" 17,3492+0,63° 55,6079+0,54"
100 mM 59,7009+1,20° 32,87070,85° 92,5715+1,20°
150 mM 51,7506+0,99° 22,3144+0,86° 74,0650+1,06°
200 mM 40,9992+0,87° 16,1339+1,20° 57,1331+0,95"
250 mM 17,2018+0,95' 6,9913+1,05° 24,1931+0,56°
300 mM 10,481620,56° 5,8549+0,76' 16,336620,73"
350 mM 7,3686+0,45" 3,9163+0,56° 11,2849+0,93°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Izmir Ozbas cesidine ait in vitro tuz stresine maruz birakilan fidelerin 50, 100, 150 ve
200 mM NaCl uygulamalarinda klorofil a, klorofil b wve total klorofil
konsantrasyonlarinin istatistiksel acidan anlamli olarak arttiklart gézlendi. 250 mM ve
daha yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan NaCl stresinin ise bu degerlerde kontole

gore anlamli bir azalmaya yol actig1 gortildii (P<0.05).

In vitro tuz stresine maruz kalan Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin fidelerinin karotenoid

konsantrasyonlarina ait veriler Tablo 4.9°da verildi.
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Tablo 4.9. Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin gesitlerine ait in vitro tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki karotenoid konsantrasyonlar1 (mg/g TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 13,0153+0,84° 10,9161+0,65°
50 mM 14,1665+0,48° 11,2144+0,32°
100 mM 15,47550,64° 17,827620,64°
150 mM 13,1547+0,42° 13,1904+0,52°
200 mM 10,2026+0,64° 11,6141+0,16°
250 mM 8,3156+0,24° 4,70039+0,24°
300 MM 6,3341+0,45' 2,1140+0,17'
350 mM 5,7738+0,16° 1,7697+0,15°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Akhisar 97 ¢esidine ait fidelerin karotenoid konsantrasyonlari, 50 ve 100 mM NaCl
uygulamalarinda kontrole gore anlamli bir artis gosterdi. 200 mM ve yiiksek NaCl
konsantrasyonlarinin sonucunda gozlenen karotenoid miktarlarindaki azalmalar,

kontrole gore anlamli olarak bulundu (P<0.05).

[zmir Ozbas tiitiin cesidine ait fidelerde 50, 100, 150 ve 200 mM dozlarda NaCl
uygulamalari, karotenoid miktarlarinda bir artisa yol acti. 250 mM ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda ise, karotenoid uygulamalarinda gézlenen azalma, kontrole gore

ve kendi aralarinda istatistiksel agidan anlamli olarak bulundu.

4.4.2. Total Protein Analizi

In vitro tuz doz denemesinde her iki tiitiin ¢esidine ait yapraklarda saptanan total protein
miktarlar belirlendi. Akhisar 97 tiitiin ¢cesidinde 300 mM NaCl konsantrasyonuna kadar
olan tiim uygulamalarda total protein konsantrasyonlarinda istatistiksel agidan anlamli
bir artis gozlendi (P<0.05). 350 mM NaCl stres uygulamasinda ise total protein
konsantrasyonunun kontrole gére azaldigi belirlendi. izmir Ozbas tiitiin ¢esidinde ise
250 mM NaCl konsantrasyonuna kadar maruz kalinan tuz stresinin total protein
konsantrasyonunda istatistiksel agidan anlamli artiga sebep oldugu gozlendi. 300 ve 350

mM konsantrasyonlarinda NaCl stresine maruz kalan fidelerin yapraklarinda saptanan
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total protein miktarlarindaki azalmanin kontrole gore anlamli oldugu bulundu (Sekil

4.19). Elde edilen veriler Tablo 4.10°da verildi.

Tablo 4.10. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vitro tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki total protein konsantrasyonlari (ug/ul)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 2,8593+0,1706° 2,8015+0,1643%
50 mM 3,3437+0,1603° 3,1000+0,0791°
100 mM 3,5591+0,2650° 3,1847+0,1469°
150 mM 3,5747+0,2591° 3,4483+0,2156°
200 mM 3,9867+0,1188¢ 3,5566+0,2493°
250 mM 4,1570+0,1238¢ 3,9623+0,0817¢
300 mM 3,2042+0,2238° 2,7680+0,1591°
350 mM 2,6938+0,2697' 2,5281+0,1502'

*Her gesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Sekil 4.19 Akhisar 97 ve Izmir Ozbas ((Nicotiana tabacum L.) tiitiin cesitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vitro tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki total

protein miktarlar1 (Ortalama degerler + Standart sapma)
*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmigtir (P< 0.05).

4.4.3. Lipid Peroksidasyon Analizi

Tuz stresinin tiitlin bitkileri {lizerindeki zararli etkilerini degerlendirmede en Gnemli
kriter lipid peroksidasyon miktaridir. Her iki ceside ait malondialdehit olusum

miktarlar1 Tablo 4.11°de ve Sekil 4.20°de verildi.



Tablo 4.11. Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin gesidine ait in vitro tuz stresine maruz kalan
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bitkilerin 14. giindeki lipid peroksidasyon miktarlar1 (umol/g TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 4,5067+0,1626° 5,3467+0,1607°
50 mM 5,1167+0,2450" 5,5200+0,0872%°
100 mM 5,9033+0,1115° 5,9500+0,0917"
150 mM 6,1133+0,0737° 6,3500+0,1200°
200 mM 7,2300+0,1044¢ 6,99000,1353¢
250 mM 8,0367+0,2003° 7,1333+0,1358°
300 mM 8,4267+0,2183 8,043320,1686°
350 mM 8,5800+0,2773' 8,3500+0,5730°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu
degisim testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Sekil 4.20 Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vitro tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki lipid

peroksidasyon miktarlar1 (Ortalama degerler + Standart sapma)
*Her gesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayn1 harfler ile gdsterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Her iki tiitiin ¢esidine ait fidelerin yapraklarinda, uygulanan NaCl konsantrasyonunun
artmastyla malondialdehit miktarinin arttigt goriildii. Bu artis da, meydana gelen
zararlanmanin artisin1 gosterdi. In vitro lipid peroksidasyon analiz sonuglarina gore
kontrollerde, Akhisar 97 cesidi NaCl konsantrasyonlarinda Izmir Ozbas ¢esidine oranla
daha fazla MDA igermektedir. izmir Ozbas ¢esidinde MDA olusum miktar1 kontrol
grubunda 5.35 iken, 200 mM NaCl uygulamasi sonucunda, 6.99 olarak hesaplandi.
Akhisar 97 ¢esidinde bu miktar kontrol grubunda 4.51, 200 mM NaCl uygulamasinda
ise 7.23 olarak saptandi. 250, 300 ve 350 mM NaCl uygulamasi ile Izmir Ozbas
¢esidinde meydana gelen MDA miktarlar1 sirasiyla 7.13, 8.04, 8.35; Akhisar 97
¢esidinde ise sirastyla 8.02, 8.43, 8.58 olarak belirlendi.

In vitro tuz denemesinde elde edilen bu sonuglara gore, ayn1 NaCl konsantrasyonunda,
Akhisar 97 tiitiin ¢esidinde meydana gelen zararlanma orani, Izmir Ozbas’a gore daha

yiiksek olarak bulundu.

4.4.4 Antioksidant Enzim Aktiviteleri

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin cesitlerine ait fidelerin 14 giin
stireyle in vitro tuz stresine maruz kaldiktan sonra yapraklarinda olgiilen askorbat
peroksidaz, guaiakol peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz
enzimlerinin aktivitelerine ait veriler sirasiyla Tablo 4.12, 13, 14, 15 ve 16’ta ve

strastyla Sekil 4.21, 22, 23, 24 ve 25’te verildi.

Askorbat peroksidaz, guaiakol peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve siiperoksit dismutaz
enzim aktivite sonuglar1 incelendiginde, her iki ¢eside ait drneklerde tuz uygulamasinin
14. giiniinde kontrol grubuna gére NaCl konsantrasyonunun artmasina paralel olarak,

aktivitelerde istatistiksel agidan anlamli bir artis oldugu gozlendi (P<0.05).
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Tablo 4.12. Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vitro tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. gindeki askorbat peroksidaz aktiviteleri (umol H,O,/min mg TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 0,1939+0,0133° 0,1948+0,0086°
50 mM 0,2359+0,0279" 0,2299+0,0201°
100 mM 0,3173+0,0110° 0,3358+0,0113"
150 mM 0,3666+0,0090° 0,3479+0,0114°
200 mM 0,4193+0,0186° 0,4432+0,0302°
250 mM 0,5416+0,0200" 0,5381+0,0154¢
300 mM 0,6613+0,0338° 0,6527+0,0332°
350 mM 0,7807+0,0353" 0,7747+0,0113

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Sekil 4.21Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin gesitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vitro tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki askorbat
peroksidaz enzim aktiviteleri (Ortalama degerler + Standart sapma)

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarl yapilmistir (P< 0.05).

Her iki tiitiin ¢esidinde NaCl konsantrasyonunun artisiyla, askorbat peroksidaz enzim

aktivitelerinde de artig goriildii. Akhisar 97 kontrol grubunda 0.1939 pmol H,O,/min g
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TA olan APX aktivitesi, 50 mM NaCl uygulamasinda 0.2359’a, 350 mM NaCl
uygulamasinda da 0.7807’ye yiikseldi. izmir Ozbas cesidinde kontrol grubunda 0.1948
umol H>O,/min mg TA olan APX aktivitesi, 50 mM NaCl uygulamasi sonrasinda
0.2299’a yiikseldi. 200 mM ve iizerindeki konsantrasyonlarda tuz stresine maruz kalan
fidelerin yapraklarindaki askorbat peroksidaz aktivitelerindeki artiglar kontrole gore ve
kendi aralarinda istatistiksel agidan anlamlidir (P<0.05). 350 mM NaCl uygulamasiyla
da APX aktivitesinin 0.7747 umol H,O,/min g TA ’ya yiikseldigi goriildii.

Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait in Vitro tuz stresine maruz birakilan fidelerin askorbat
peroksidaz enzim aktivitelerinin artan NaCl konsantrasyonuna paralel olarak arttig1

gozlendi (P<0.05).

Tablo 4.13. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vitro tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. gindeki guaiakol peroksidaz aktiviteleri (umol H,O,/min g TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 0,0333+0,0086° 0,0210+0,0075°
50 mM 0,0528+0,0110° 0,0426+0,0093?
100 mM 0,0751+0,0087° 0,0725+0,0107°
150 mM 0,0953+0,0050° 0,0939+0,0058b
200 mM 0,1192+0,0167° 0,1015+0,0025°
250 mM 0,2501+0,0157¢ 0,2155+0,0152°
300 mM 0,2849+0,0190° 0,2824+0,0139°
350 mM 0,3697+0,0150' 0,3543+0,0349°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Sekil 4.22 Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin gesitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vitro tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki guaiakol
peroksidaz enzim aktivitesi (Ortalama degerler + Standart sapma)

*Her cesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Akhisar 97 tiitiin ¢cesidinde maruz kalinan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak guaiakol
peroksidaz enzim aktivitelerinde istatistiksel agidan anlamli bir artis gdzlendi. Izmir
Ozbas ¢esidinde 100, 150 ve 200 mM NaCl uygulamalari, kontrole gére anlamli bir
aktivite artig1 gosterdi. Peroksidaz enzim aktiviteleri, kontrolde 0.0210 iken 250 mM ve
yiiksek dozlarda sirasiyla 0.2155, 0.2844 ve 0.3543 pmol H202/min g TA’ye yiikseldi.
Akhisar 97 tiitiin ¢esidinde ise guaiakol peroksidaz enzim aktiviteleri kontrolde 0.0333
umol HyO/min g TA iken, yukarida belirtilen konsantrasyonlardaki NaCl
uygulamalariyla sirasiyla 0.2501, 0,2849 ve 0.3697 pmol H,O,/min g TA olarak
belirlendi. Guaiakol peroksidaz aktivitelerinde doz artisina bagli olarak gézlenen bu

artislar, kontrole gore istatistiksel agidan anlamlidir (P<0.05).
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Tablo 4.14. Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vitro tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki glutatyon rediiktaz aktiviteleri (umol NADPH/min mg TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 0,0070+0,0019° 0,01252+0,0026°
50 mM 0,0110+0,0015" 0,0156+0,0021°
100 mM 0,0139+0,0005° 0,019820,0009"
150 mM 0,0156+0,0009 0,0233+0,0016"
200 mM 0,0172+0,0007% 0,0239+0,0022°
250 mM 0,0184+0,0004° 0,0289+0,0013¢
300 mM 0,0222+0,0012 0,038520,0030°
350 mM 0,0241+0,0013 0,0413+0,0014°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Sekil 4.23 Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin gesitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vitro tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki glutatyon

rediiktaz enzim aktiviteleri (Ortalama degerler + Standart sapma)
*Her gesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin gesitlerine ait glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri
sirastyla 0.0070 ve 0.0125 pmol NADPH min™ mg™ TA olarak bulundu. Glutatyon
rediiktaz enzim aktiviteleri, NaCl konsantrasyonuna bagli olarak her iki ¢esitte de bir
artis gosterdi. Akhisar 97 cesidine ait, 300 ve 350 mM NaCl tuz stresine maruz kalan
fidelerde saptanan glutatyon rediiktaz aktiviteleri sirasiyla 0.0222 ve 0.0241 pmol
NADPH min™ mg™® TA olarak bulundu. Izmir Ozbas tiitiin cesitlerinde ise ayni tuz
konsantrasyonlarinda saptanan enzim aktiviteleri ise 0.0385 ve 0.0413 umol NADPH
min™ mg™ TA olarak belirlendi.

Tablo 4.15. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin cesidine ait in vitro tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki siiperoksit dismutaz aktiviteleri (Umg™ TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 45,0667+0,0529° 43,8667+0,0469°
50 mM 46,933310,0606b 45,7667+0,0756°
100 mM 48,4000+0,0435° 47,966710,0404b
150 mM 50,666710,0557d 50,2333+0,0754°
200 mM 53,7667+0,0351° 52,900010,0500d
250 mM 60,3667i0,7458f 58,2666+0,4440°
300 mM 62,8667+0,6346° 62,8667i0,6000f
350 mM 65,4333+0,7095" 65,4333+0,7532°

*Her gesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Sekil 4.24 Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vitro tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki stiperoksit
dismutaz enzim aktiviteleri (Ortalama degerler + Standart sapma)

*Her cesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarl yapilmistir (P< 0.05).

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin gesitlerinde maruz kalinan NaCl konsantrasyonlarina
bagli olarak SOD aktivitelerinde istatistiksel agidan anlamli artislar kaydedildi (P<0.05).
Kontrol gruplarinda ve 250 mM NaCl tuz stresine maruz kalan Akhisar 97 ve Izmir
Ozbas tiitiin gesitlerine ait fidelerin yapraklarinda saptanan siiperoksit dismutaz enzim
aktiviteleri sirastyla 45.06667, 43.8667, 60.3667 ve 58.2666 U mg™® TA olarak
belirlendi. 300 ve 350 mM NaCl uygulamalarinda her iki ¢esitte de ayni1 miktarlarda
enzim aktiviteleri saptanarak 62.8667 ve 65.4333 U mg™ TA olarak bulundu.



90

Tablo 4.16. Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vitro tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki katalaz aktiviteleri (Umg™ TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 21,3333+0,5774° 21,6667+0,4509°
50 mM 19,8333+0,3215° 20,3667+1,6658°
100 mM 17,9667+0,4726° 18,2667+0,4163°
150 mM 14,0333+0,5886° 14,8000+0,4359°
200 mM 12,6367+0,3272° 12,8667+0,3055°
250 mM 11,8333+0,5508° 12,5667+0,2082°
300 mM 11,2000+0,3606' 11,4333+0,3200°
350 mM 10,6667+0,1528° 10,8000+0,5000°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmigtir (P< 0.05).

Sekil 4.25 Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vitro tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki katalaz
enzim aktiviteleri (Ortalama degerler + Standart sapma)

*Her gesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Uygulanan NaCl tuz konsantrasyonlari, her iki cesitte de azalan katalaz aktivitesi ile
sonuc¢landi. Dozlarin artmasina paralel olarak, katalaz aktivitelerinde gozlenen azalislar,
istatistiksel agidan anlamli bulundu (P<0.05). Akhisar 97 cesidinde, izmir Ozbas
cesidine oranla daha hizl1 bir azalis saptandi. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas ¢esitlerine ait
kontrol bitkilerinde saptanan katalaz aktiviteleri sirastyla 21.3333 ve 21.6667 U mg™
TA’dir. 250, 300 ve 350 mM NacCl tuz stresine maruz kalan Akhisar 97 ¢esidine ait
fidelerin katalaz enzim aktiviteleri sirasiyla 11.8333, 11.2000 ve 10.6667 U mg'1 TA
olarak bulunurken, izmir Ozbas cesidine ait fidelerde ayni tuz konsantrasyonlarinda
saptanan katalaz enzim aktiviteleri sirastyla 12.5667, 11.4333 ve 10.8000 U mg™ TA

olarak bulundu.

4.5. iN VIVO TUZ DOZ DENEMESINDE BiYOKIMYASAL ANALiZLERDEN
ELDE EDIiLEN BULGULAR

4.5.1. Fotosentetik Pigmentler

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin gesitlerine ait in vivo ortamda
yetistirilen fidelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan tuz stresinin 14. giiniinde
hasat edilen yapraklara ait klorofil konsantrasyonlar1 sirasiyla Tablo 4.17 ve 4.18’de

verildi.

Tablo 4.17. Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait in vivo ortamda tuz stresine maruz birakilan bitkilerin
14. glindeki klorofil konsantrasyonlart (mg/g TA)

Akhisar 97
NaCl
Klorofil a Klorofil b Total Klorofil
Kontrol 33,37+1,13° 9,34+1,20° 42,71+0,56°
50 mM 34,68+0,54° 11,36+1,50° 46,04+1,36"
100 mM 36,54+2,34° 14,35+0,87° 50,89+0,79°
150 mM 32,66+1,32° 9,67+0,69° 42,330,672
200 mM 24,34+0,98° 7,13+1,45° 31,47+1,01°
250 mM 22,10+1,20° 7,47+0,97° 29,57+1,34°
300 mM 17,39+0,89° 6,25+0,65° 23,64+0,64'
350 mM 14,67+1,01" 5,16+0,34' 19,83+0,58°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’m ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Akhisar 97 ¢esidine ait fidelerde, klorofil a ve total klorofil miktarlarinda 50 ve 100 mM
gibi disik tuz konsantrasyonlarinda bir artig gdzlenirken, uygulanan tuz
konsantrasyonunun azalmasiyla kontrole gére onemli azalislar belirlendi. Klorofil b
konsantrasyonlari, 50, 100 ve 150 mM tuz uygulamalarinda kontrole gore istatistiksel
acidan anlamli bir artis gozlendi (P<0.05). 200 mM ve daha yiiksek NaCl
konsantrasyonlarinda klorofil b konsantrasyonlarinda saptanan azaliglar istatistiksel

acidan anlamli olarak bulundu (P<0.05).

Tablo 4.18. izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vivo ortamda tuz stresine maruz birakilan bitkilerin
14. giindeki klorofil konsantrasyonlar1 (mg/g TA)

Izmir Ozbas

NaCl
Klorofil a Klorofil b Total Klorofil
Kontrol 27,38+1,05° 14,35+1,02° 41,73+0,67°
50 mM 33,25+1,26" 18,64+0,91° 51,89+1,04°
100 mM 36,88+0,97° 17,69+0,38° 54,57+0,86°
150 mM 38,64+0,97° 20,31+0,48° 58,95+1,02¢
200 mM 35,21+0,85° 12,37+0,67° 47,58+0,95°
250 mM 20,39+1,06' 8,14+1,00' 28,53+0,74
300 mM 17,32+0,67° 6,39+1,03° 23,71+0,68°
350 mM 15,02+0,48" 5,09+0,84" 20,11+0,90"

*Her cesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Izmir Ozbas ¢esidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan fidelerin klorofil a ve total
klorofil miktarlarinda 200 mM NaCl tuz konsantrasyon uygulamasina kadar kontrole
gore istatistiksel agidan anlamli bir artig goriiliirken, daha yiiksek konsantrasyonlarda
ise artan stres kosullarina paralel olarak bir azalis gézlendi. Meydana gelen bu azaliglar
kendi aralarinda ve kontrole gore anlamli olarak bulundu (P<0.05). Klorofil b
konsantrasyonlar1  degerlendirildiginde, 150 mM ve daha disik tuz
konsantrasyonlarinda kontrole gore bir artis gozlenirken, maruz kalman tuz stresinin

artisina paralel olarak klorofil b miktarlarinda istatistiksel a¢idan anlamli azaliglar
kaydedildi (P<0.05).
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Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin fidelerinin in vivo tuz stresinin

14. giiniinde tayin edilen karotenoid miktarlar1 Tablo 4.19°da verildi.

Tablo 4.19. Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan bitkilerin 14. giindeki

karotenoid konsantrasyonlari (mg/g TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 15,06+0,84° 10,92+0,27°
50 mM 17,17+0,48" 11,210,84°
100 mM 18,48+0,64° 12,83+0,76°
150 mM 14,15+0,42° 11,19+0,24°
200 mM 11,20+0,64° 10,61+0,65°
250 mM 10,32+0,24 7,70+0,34¢
300 mM 8,33+0,45° 5,11+0,19°
350 mM 6,77+0,16" 3,77+0,35'

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

In vivo kosullarda farkli konsantrasyonlarda NaCl stresine maruz birakilan Akhisar 97
tiitlin ¢esidine ait yapraklarda saptanan karotenoid konsantrasyonlarinda, 50 ve 100 mM
tuz uygulamalarinda bir artis gézlenirken, 150 mM ve daha yliksek konsantrasyonlarda
kontrole gore ve kendi aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir azalis gozlendi
(P<0.05). Izmir Ozbas tiitiin ¢esidinde ise 50, 100 ve 150 mM NaCl uygulamalarinda
kontrole gore bir artis gozlenirken, 200 mM ve daha yiiksek tuz uygulamalarinda
karotenoid konsantrasyonlarinda gozlenen azalislar, kontrole gore istatistiksel acidan

anlamli olarak bulundu (P<0.05).

45.2. Total Protein Analizi

In vivo tuz stresi sonucunda boliim 3.6.3.2°de belirtildigi sekilde saptanan total protein
konsantrasyonlar1 Tablo 4.20 ve Sekil 4.26°da verildi.
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Tablo 4.20. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki total protein konsantrasyonlari (ug/pl)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 3,6228+1,03° 3,3229+0,62°
50 mM 3,5208+1,10° 3,3552+0,12°
100 mM 3,6409+0,87° 3,41710,50°
150 mM 3,6248+0,33° 3,4667+0,45°
200 mM 4,0771+0,21° 3,4879+0,27°
250 mM 4,0143+0,42° 3,9600+0,31°
300 mM 3,18190,05° 3,4663+0,18°
350 mM 3,4595+0,37° 2,9095+0,47°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Sekil 4.26 Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin gesitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vivo tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki total

¢Oziiniir protein konsantrasyonlari (Ortalama degerler + Standart sapma)
*Her gesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Akhisar 97 tiitiin ¢esidinde 50, 100 ve 150 mM NaCl uygulamalarinda, total protein
miktarlar1 kontrolde 3.6228 ng/ul iken, belirtilen tuz konsantrasyonlarinda sirasiyla
3.5208, 3.6409 ve 3.6248 png/ul olarak belirlendi. 200 ve 250 mM NaCl
uygulamalarinda gozlenen artis, kontrole ve daha diisilk dozlara gore anlamlidir

(P<0.05). 300 ve 350 mM tuz uygulamalarinda, Akhisar 97 ¢esidine ait fidelerde total
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protein miktarlar1 azaldi. Izmir Ozbas kontrol grubuna ait total ¢oziiniir protein
konsantrasyonlari sirastyla 3.1819 ve 3.4595 pg/ul’tir. Izmir Ozbas tiitiin ¢esidinde de
50, 100, 150 ve 200 mM NaCl uygulamalar total protein miktarlarinda anlamli bir
degisiklik yapmazken, 250 mM muamelesinde total protein konsantrasyonu 3.9623
png/ul’ye yikseldi. 300 ve 350 mM NaCl uygulamalarinda total protein miktarinda
kontrole gore meydana gelen azalmalar istatistiksel agidan anlamlidir ve olgiilen

konsantrasyonlar 2.7680 ve 2.5281 ug/ul olarak belirlendi (P<0.05).

4.5.3. Lipid Peroksidasyon Analizi

Tuz stresinin bitki tizerindeki hasar derecesini gosteren en Onemli veri olan
malondialdehit olusum miktarin1 gosteren lipid peroksidasyon verileri Tablo 4.21 ve
Sekil 4.27°de verildi. In vivo ortamda NaCl’nin artan konsantrasyonlarina maruz
kaldikga, olusan MDA konsantrasyonlarinda bir artis her iki tiitlin g¢esidinde de

gozlendi.

Tablo 4.21 izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki lipid peroksidasyon oranlar1 (umol/g TA)

NaCl Izmir Ozbas Akhisar 97
Kontrol 5,3567+0,2303° 4,7200+0,1852°
50 mM 5,4333+0,0666° 5,1633+0,1656°
100 mM 5,9467+0,1531° 6,1567+0,1914°
150 mM 6,7200+0,2921° 6,8800+0,4122°
200 MM 7,9773+0,1557° 8,0167+0,1137°
250 mM 9,3000+0,1212° 8,3667+0,1582°
300 mM 10,5200+0,3175' 9,3067+0,3150°
350 mM 10,5867+0,4187" 11,1400+0,8653f

*Her gesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayn1 harfler ile gdsterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).



96

Sekil 4.27 Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vivo tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki lipid

peroksidasyon miktarlar1 (Ortalama degerler = Standart sapma)
*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Lipid peroksidasyon analiz sonuglari, Akhisar 97 ¢esidinin daha hassas oldugunu
gosterdi. Izmir Ozbas cesidinde MDA olusum miktar1 kontrol grubunda 5.36 umol/g
TA iken, 200 mM NaCl uygulamasi sonucunda bu deger %48 oraninda artis gdsterdi.
Akhisar 97 ¢esidinde ise kontrol grubunda 4.72 umol/g TA iken, ayni1 konsantrasyonda
NaCl stresine maruz kalan bitkilerde %69.9 oraninda artis goriildii. 250, 300 ve 350
mM NaCl uygulamasi ile Izmir Ozbas cesidinde meydana gelen MDA artis oranlar
sirastyla %73.5, %96.3, %97.6’dir. Akhisar 97 cesidinde ise %77.3, %97.2, %136

oraninda artig gozlendi.

4.5.4. Antioksidant Enzim Aktiviteleri

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin gesitlerine ait fidelerinin 14 giin siireyle perlit
ortaminda maruz kaldiklar1 NaCl stresine kars1 antioksidan enzim sistemlerinin aktivite
analizi sonuglar1 saptandi. Askorbat peroksidaz enzim aktivite verileri Tablo 4.22 ve
Sekil 4.28’de, guaiakol peroksidaz enzim aktivitesindeki degisimleri Tablo 4.23 ve
Sekil 4.29°da, glutatyon rediiktaz enzim aktivite degisikliklerine ait veriler Tablo 4.24
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ve Sekil 4.30°da, siiperoksit dismutaz ve katalaz enzimlerinin aktivitelerindeki

degisimleri gosteren veriler ise sirasiyla Tablo 4.25, 4.26 ve Sekil 4.31 ve 4.32°de

verildi.

Tablo 4.22. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki askorbat peroksidaz enzim aktiviteleri (umol H,O,/min g TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 0,2242+0,0572° 0,2008+0,0130°
50 mM 0,2981+0,0250° 0,2997+0,0114°
100 mM 0,3501+0,0083% 0,3743+0,0097"
150 mM 0,4792+0,0431° 0,4011%0,0105°
200 mM 1,3830+0,0514° 1,0063+0,0432°
250 mM 1,7164+0,0178° 1,3100+0,0308°
300 mM 1,9490+0,0433° 1,7427+0,0960'
350 mM 2,2487+0,0944' 1,9227+0,0560°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Sekil 4.28 Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vivo tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki askorbat
peroksidaz enzim aktiviteleri (Ortalama degerler + Standart sapma)

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Her iki tiitiin ¢esidinde de uygulanan NaCl konsantrasyonlarina paralel olarak askorbat
peroksidaz enzim aktivitelerinde istatistiksel acidan anlamli artislar gozlendi. Akhisar
97 tiitiin ¢esidine ait fidelerin kontrol gruplarinda saptanan APX aktivitesi 0.2242 pumol
H,0O,/min mg TA’dir. Bu gesitte 300 ve 350 mM NaCl uygulamalariin 14. giiniinde
saptanan askorbat peroksidaz aktiviteleri sirasiyla 1.9490 ve 2.2487 umol H,0,/min mg
TA olarak bulundu. izmir Ozbas ¢esidinde kontrol grubundaki enzim aktivitesi 0.2008
umol HO,/min mg TA iken, ayni tuz Kkonsantrasyonlarinda saptanan askorbat

peroksidaz aktivitelerinin sirastyla 1.7427 ve 1.9227 ¢ arttig1 goriildii.

Tablo 4.23. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin gesidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki guaiakol peroksidaz enzim aktiviteleri (wmol H,O,/min g TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 0,0680+0,0159° 0,0281+0,00512
50 mM 0,116620,0196° 0,0466x0,0054%°
100 mM 0,1808+0,0436™ 0,0737+0,0098"
150 mM 0,2243+0,0306° 0,10230,0040°
200 mM 0,3602+0,0267° 0,3685+0,0229°
250 mM 0,6067+0,0240° 0,6034+0,0164°
300 mM 0,670520,0176° 0,638620,0068
350 mM 0,7524+0,0398' 0,7984+0,04149

*Her ¢esit kendi iginde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarh yapilmistir (P< 0.05).
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Sekil 4.29 Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin gesitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vivo tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki guaiakol
peroksidaz enzim aktiviteleri (Ortalama degerler + Standart sapma)

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

[zmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin kontrol bitkilerine ait guaiakol peroksidaz enzim
aktiviteleri sirasiyla 0.0680 ve 0.0281 pmol Hy;O,/min g TA olarak bulundu. Izmir
Ozbas ve Akhisar 97 cesitlerine ait tiitiin fidelerinden diisiik dozlarda tuz stresine maruz
kalanlarda guaiakol peroksidaz enzim aktivitelerindeki artislar kontrole gore anlamh
bulunmadi. Konsantrasyon artigina paralel olarak, enzim aktivitelerindeki artislar
istatistiksel agidan anlamli  bulundu (P<0.05). 300 ve 350 mM NaCl
konsantrasyonlarinda in vivo tuz stresine maruz kalan izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin
fidelerine ait guaiakol peroksidaz aktiviteleri sirasiyla 0.6705, 0.7524 ve 0.6386, 0.7984
umol H,Oz/min g TA olarak belirlendi.
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Tablo 4.24. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri (umol H,O,/min mg TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 0,0083+0,0035° 0,0131£0,0043°
50 mM 0,0105+0,0026° 0,0171%0,0027%
100 mM 0,0144+0,0010° 0,019320,0023"
150 mM 0,0146+0,0016" 0,0223+0,0005"
200 mM 0,0149+0,0008" 0,0246+0,0045°
250 mM 0,0163+0,0009" 0,0307+0,0011°
300 mM 0,0214+0,0012° 0,0354+0,0052°
350 mM 0,0243+0,0026¢ 0,0394+0,0028°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Sekil 4.30 Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin cesitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vivo tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki glutatyon

rediiktaz enzim aktiviteleri
*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Her iki gesitte de doz artisina bagh olarak glutatyon rediiktaz enzim aktivitelerinde

istatistiksel agidan anlamli bir artis gozlendi (P<0.05). Akhisar 97 kontrol grubunda GR
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aktivitesi, Izmir Ozbas cesidine gore daha diisiik degerlere sahiptir. Bu degerler iki cesit
icin sirastyla 0.0083 ve 0.0131 pmol NADPH/min mg TA’dir. NaCl uygulamasiyla
Izmir Ozbas ¢esidinde GR aktivitesinde gozlenen artislar, Akhisar 97 ¢esidine gore daha
fazladir. 350 mM NaCl uygulamasinda Akhisar 97°de GR aktivitesi, 0.0243 iken, Izmir
Ozbas varyetesinde 0.0394 umol NADPH/min mg TA olarak bulundu.

Tablo 4.25. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri (U mg™ TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 44,9667+1,4295° 44,0000+0,7000?
50 mM 47,6333+1,6442° 51,1667+2,1362"
100 mM 53,2333+0,5686° 57,0000+2,0952°
150 mM 62,1667+1,4295° 61,5667+0,4726°
200 mM 64,1333+0,2082% 62,5000+0,9849°
250 mM 65,4333+1,0263° 63,73330,5859°
300 mM 66,9000+0,2000 67,6000+0,3600°
350 mM 72,4400+1,9876° 71,733320,7095'

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’m ¢oklu degisim

testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Sekil 4.31 Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vivo tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki siiperoksit
dismutaz enzim aktiviteleri (Ortalama degerler + Standart sapma)

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmigtir (P< 0.05).

Akhisar 97 tiitiin ¢esidi kontrol bitkisine ait siiperoksit dismutaz aktivitesi 44.9667 iken,
fzmir Ozbas tiitiin cesidine ait SOD enzim aktivitesi 44.0000 U mg™ TA olarak
bulundu. SOD aktiviteleri, maruz kalinan tuz konsantrasyonunun artigina bagli olarak,
her iki tiitlin ¢esidinde de gbozlenen artislar istatistiksel acidan anlamhidir (P<0.05). 350
mM tuz konsantrasyonunda stres sonucunda Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait fidelerde
saptanan SOD aktivitesi 72.4400 U mg™ TA iken, Akhisar 97 ¢esidinde aym tuz
konsantrasyonunda saptanan SOD enzim aktivitesi 71.7333 U mg™ TA olarak bulundu.
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Tablo 4.26. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki katalaz enzim aktiviteleri (U mg™ TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 22.,6000+0,70002 23,6667+1,4572°
50 mM 20,33330,5774° 21,9667+1,2097°
100 mM 19,3333+0,5033" 19,3667+0,5859°
150 mM 17,4333+0,8505° 16,3333+0,5508°
200 MM 14,7667+0,3512° 15,0333+0,3789°
250 mM 13,4667+0,3055° 13,6667+0,5033°
300 mM 11,9667+0,3055' 12,2667+0,8300"
350 mM 10,9667+0,2517° 11,1667+0,2309°

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Sekil 4.32 Akhisar 97 ve Izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin ¢esitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vivo tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki katalaz
enzim aktiviteleri (Ortalama degerler + Standart sapma)

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarh yapilmistir (P< 0.05).
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Akhisar 97 ve Izmir Ozbas kontrol bitkilerinde saptanan katalaz aktiviteleri sirasiyla
22,6000 ve 23.6667 Umg' TA’dir. Tiitin bitkilerinin maruz kaldiklar tuz
konsantrasyonunun artigina bagli olarak katalaz enzim aktiviteleri, her iki tiitlin
cesidinde de bir azalma gosterdi. 350 mM NaCl tuz uygulamasinda Izmir Ozbas
cesidinde saptanan enzim aktivitesi 10.9667 iken, Akhisar 97 ¢esidinde 11.1667 U mg™
TA olarak bulundu.

4.5.5. Prolin Konsantrasyonu

In vitro ve in vivo kosullarda tuz stresine maruz birakilan fidelerin yapraklarinda bolim
3.7.3.8.2.”ye gore prolin konsantrasyon ol¢iimii yapildi. Elde edilen 6lgiim sonuglart

strastyla Tablo 4.27 ve 4.28 Sekil 4.33 ve 4.34’te verildi.

Tablo 4.27. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vitro tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki prolin miktarlar1 (umol/g TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 0,15+0,0382 0,39+0,010?
50 mM 0,90+0,007° 0,83+0,048"
100 mM 1,24+0,023° 1,06+0,013°
150 mM 1,39+0,008° 1,64+0,010°
200 mM 2,31+0,108° 2,38+0,016°
250 mM 2,91+0,023" 2,69+0,120'
300 mM 3,62+0,036° 3,08+0,028°
350 mM 4,26+0,006" 3,67+0,016"

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim

testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).
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Sekil 4.33 Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin gesitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vitro tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki prolin
konsantrasyonlari

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Buna gore, Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin ¢esitlerinde, kontrol ile tuz muamelelerine
ait prolin konsantrasyonlari belirlenmis olup, prolin konsantrasyonlarinin in vitro
kosullarda maruz kalinan tuz konsantrasyonlarina paralel bir arig gosterdikleri ve
meydana gelen artiglarin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulundu (P<0.05). Prolin
konsantrasyonlarinin artan tuz konsantrasyonlarina paralel olarak, Akhisar 97 ¢esidinde,
Izmir Ozbas cesidine oranla daha fazla artis oldugu goriildii. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas
cesitlerinin kontrol gruplarinda Slgiilen prolin konsantrasyonlar1 sirasiyla 0.15 ve0.39
pmol/g TA’dir. 300 ve 350 mM NaCl uygulamalarinda Izmir Ozbas ¢esidinde saptanan
prolin miktar1 3.08 ve 3.67 umol/g TA iken, Akhisar 97 ¢esidinde sirasiyla 3.63 ve 4.26
umol/g TA olarak belirlendi.
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Tablo 4.28. Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vivo tuz stresine maruz kalan
bitkilerin 14. giindeki prolin miktarlar1 (umol/g TA)

NaCl Akhisar 97 Izmir Ozbas
Kontrol 0,21+0,0022 0,47+0,0067
50 mM 1,38+0,006" 0,96+0,004"
100 mM 1,40+0,004" 1,0120,005°
150 mM 1,81%0,004° 2,24+0,006°
200 mM 2,39+0,005¢ 3,04+0,005¢
250 mM 3,82+0,012° 3,05+0,005¢
300 mM 4,42+0,004 3,25+0,007°
350 mM 4,83+0,076° 3,85+0,004'

*Her cesit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmustir. Ayn1 harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’m ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Sekil 4.34 Akhisar 97 ve izmir Ozbas (Nicotiana tabacum L.) tiitiin gesitlerine ait kontrol ve
cesitli konsantrasyonlarda in vivo tuz stresine maruz kalan fidelerin yapraklarindaki prolin

konsantrasyonlari
*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Perlit ortaminda yetistirilerek tuz stresine maruz birakilan her iki tiitiin ¢esidinde de
prolin miktarlarinda doz artisina paralel olarak bir artis gdzlendi. Akhisar 97 ve Izmir
Ozbas kontrol gruplarinda &lgiilen prolin konsantrasyonlar1 0.21 ve 0.47 pmol/g TA’dur.

150 ve 200 mM NaCl tuz uygulamalarinda belirlenen prolin konsantrasyonlarinin Izmir
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Ozbas ¢esidinde Akhisar 97 ¢esidine gore daha yiiksek oldugu goriildii. Ancak in vivo
ortamda titin fidelerinin maruz birakildiklar1 250, 300 ve 350 mM NaCl
uygulamalarinin sonucu olarak prolin konsantrasyonlarinda kontrole gore ve kendi
aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir artis oldugu belirlendi (P<0.05). Yukarida
belirtilen konsantrasyonlarda Olgiilen prolin miktarlar1 Akhisar 97 g¢esidinde de 3.82,
4.42 ve 4.83 umol/g TA iken, izmir Ozbas ¢esidinde de 3.05, 3.25 ve 3.85 pmol/g TA
olarak bulundu. 350 mM NaCl uygulamasinda, Akhisar 97 ¢esidinde prolin miktar1 4.83
umol/g TA iken, izmir Ozbas ¢esidinde 3.85umol/g TA olarak bulundu.

46N VITRO VE IN VIVO BIiYOKIMYASAL ANALIiZ SONUCLARININ
KARSILASTIRILMASI

In vitro ve in vivo ortamda gerceklestirilen tuz stresi denemelerinden elde edilen
sonuclarin degerlendirilmesi, mutant bireylerin seleksiyonunda kullanilacak olan tuz
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla ¢ok Onemlidir. Bitkinin gelisimi sirasinda,
bitkide meydana gelen zararlanmay1 izleyebildigimiz ilk parametre klorofil yikimidir. In
vitro tuz denemesinde, her iki tiitiin ¢esidine ait klorofil verileri incelendiginde 150 mM
NaCl uygulamasindan sonraki tiim konsantrasyonlarda klorofil miktarlarinda kontrole
gore anlamli bir azalma gozlendi (P<0.05). In vivo tuz denemesinde de klorofil
konsantrasyonlarinin, ayni dozdaki tuz uygulamasiyla azalmaya bagladigi ve tuz
konsantrasyonunun artmasiyla klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarlarindaki

azalmanin artti$1 kaydedildi.

Total protein sonuglar1 karsilastirildiginda, in vitro ortamda gergeklestirilen tuz
denemesinde 250 mM’a kadar olan NaCl konsantrasyonlarinda bir artis goriiliirken,
300 mM ve 350 mM NaCl uygulamalarinda ise protein miktarlarinda bir azalma
belirlendi. In vivo tuz denemesinde de elde edilen bulgularinda bu sonucu destekledigi

gorildii.

Hem in vitro hem de in vivo ortamda gergeklestirilen tuz stres denemelerinden elde
edilen yapraklarda yapilan biyokimyasal analizlerinin sonuglarinin paralellik gostererek
birbirlerini destekledikleri goriildii. Maruz kalinan NaCl konsantrasyonunun artmasiyla,

meydana gelen zararlanmanin arttigi ve buna bagl olarak da koruyucu goéreve sahip
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antioksidan enzim aktivitelerinde de artis oldugu gozlendi. Tuz stresi denemeleri
sonucunda degerlendirilen antioksidant enzimlerden sadece glutatyon rediiktaz enzim
aktivitesine ait sonuglarda, tiirler arasinda ve her iki deney kosulunda regresyon
katsayilar1 arasindaki farkliliklarin anlamli oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.35 ve
4.36).
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0,045 -
0,040 -
0,035 -
0,030 -
0,025 A
0,020 -
0,015 A
0,010 H
0,005 H

0,000 T T T T 1

0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050
In vitro

y = 0,8866x + 0,0027
R?=0,9815

In vivo

Sekil 4.35 Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait in vitro ve in vivo tuz denemelerindeki glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktiviteleri arasindaki iliski
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0,030 -
0,025 - y =0,9113x + 0,0008
R? = 0,9528
0,020 -
S
‘S 0,015 -
£
0,010 -
L
0,005 -
0,000 T T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
In vitro

Sekil 4.36 Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait in vitro ve in vivo tuz denemelerindeki glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktiviteleri arasindaki iliski
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4.6. MORFOLOJIK ZARARLANMA DEGERLENDIRILMESI

Boliim 3.6.3’te belirtildigi sekilde 14 giin siireyle in vivo NaCl uygulamasina maruz
birakilan fidelerde meydana gelen zararlanmalar 0-5 skalasina gore derecelendirildi.

Elde elden sonuglar Duncan’in ¢oklu degisim testine gére degerlendirildi (Tablo 4.29).

Tablo 4.29. Izmir Ozbas ve Akhisar 97 tiitiin gesitlerine ait in vivo tuz denemesi morfolojik
zararlanma verileri

Izmir Ozbas Akhisar 97
Kontrol 0.10+0.03% 0.09+0.02°
50 mM NaCl 0.37+0.08° 0.47+0.09%
100 mM NaCl 1.03+0.05° 1.33+0.03°
150 mM NaCl 1.37+0.03° 1.53+0.10°
200 mM NacCl 2.10+0.11° 2.434+0.07°
250 mM NaCl 3.40+0.09¢ 4.00£0.06"
300 mM NacCl 4.00+0.12° 4.36+0.13°
350 mM NaCl 430+0.21° 4.66+0.04"

*Her ¢esit kendi i¢inde degerlendirilerek harfleme yapilmistir. Ayni harfler ile gosterilmeyen degerler, Duncan’in ¢oklu degisim
testine gore anlamlidir. Her bir deneme 3 tekrarli yapilmistir (P< 0.05).

Buna gore, Akhisar 97 tiitiin c¢esidinde, kontrol ile 200 mM ve iizerindeki
konsantrasyonlarda NaCl uygulamasi ile meydana gelen zararlanmalar istatistiksel
agidan anlaml1 bulundu (P<0.05). Izmir Ozbas tiitiin ¢esidine ait fidelerde ise, 250, 300
ve 350 mM NaCl uygulamalarinda meydana gelen hasarlar kontrole gére anlaml
bulundu (P<0.05). Tim analiz sonuglarimin da hem in vitro hem de in vivo tuz
denemelerinde, her iki tiitiin ¢esidi igin paralellik gdstermesi nedeniyle, tuz

mutantlarinin seleksiyonunda kullanilacak ortak bir NaCl konsantrasyonu belirlendi.

Biitiin bu analizler sonucunda tarla denemesinden elde edilecek olan tohumlarin in vivo
kosullarda, 250 mM NaCl iceren % Hoagland soliisyonu ile sulanarak seleksiyonlarinin

yapilmas1 uygun olarak bulundu.
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4.7. TUZLULUGA TOLERANSLI MUTANT BIiTKi SELEKSIYONUNA AiT
BULGULAR

Her iki tiitiin ¢gesidinden toplam 1500 adet bitkinin in vivo 6n tuz seleksiyonu yapilarak
250 mM NaCl’ye toleransli 103 birey secildi. Bu bireylerin 42 tanesi Akhisar 97

cesidine ait olup, 61 tanesi de Izmir Ozbas tiitiin cesidine aittir.

Tuz denemesinin sonunda secilen fideler temiz perlite alinarak % Hoagland soliisyonu
ile suland1 ve iklim odasinda yetistirilmeye devam edildi. Gelisimleri normale donen
bitkilerin yapraklarindan doku kiiltiiri kurularak, in vitro ortamda bu bitkilerin
tuzluluga verdikleri cevabin ikincil kontrolii bolim 3.9°da belirtildigi sekilde kallus
gelisim farkliliklarina gore yapildi. 21 giin sonunda 250 mM NaCl igeren besi
ortaminda iyi kallus gelisimi gosteren 10 bitki se¢ilmis olup, drnek numaralar1 ve

1sinlama dozlar1 Tablo 4.30’da verildi.

Tablo 4.30. Gama radyasyonu ile 1ginlanan tiitiin bitkilerinin M3 generasyonunda 250 mM NaCl
varliginda kontrole yakin gelisim gdsteren mutant bireyler

Bitki Cesit Isinlama
Numarasi Dozlar
1.1 Akhisar 200 Gy
1.3 Akhisar 200 Gy
1.10 Akhisar 300 Gy
1.11 Akhisar 100 Gy
1.17 Akhisar 100 Gy
3.3 Izmir Ozbas 100 Gy
3.4 Izmir Ozbas 100 Gy
3.25 Izmir Ozbas 100 Gy
3.26 Izmir Ozbas 200 Gy

3.31 Izmir Ozbas 300 Gy
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In vitro seleksiyonda herbir bitkinin kendi kontrolii kullanildi. Sekil 4.37’de kontrol
bitkilerinin 250 mM NaCl igeren ve icermeyen ortamlardaki kallus gelisimleri ve in

vitro seleksiyona tabi tutulan bitkilerin kallus gelisimleri Sekil 4.38 ve 4.39°da verildi.

Sekil 4.37 Izmir Ozbas ¢esidine ait kontrol bitkilerinin 250 mM NaCl iceren ve icermeyen besiyerlerindeki kallus
gelisimleri

A

Sekil 4.38 1.10 ve 1.11 numarali Akhisar 97 varyetesine ait 250 mM NaCl’ye toleransli olarak belirlenen mutant

bitkilerin yapraklarindan kurulan kallus kiiltiirlerindeki gelisimleri
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B

Sekil 4.39 3.25 ve 3.26 numarali Izmir Ozbas varyetesine ait 250 mM NaCl’ye toleransli olarak belirlenen mutant

bitkilerin yapraklarindan kurulan kallus kiiltiirlerindeki gelisimleri

48. TUZ MUTANTLARININ GLUTATYON REDUKTAZ (GR) ENZIM
AKTIVITELERI

250 mM NaCl’ye karsi toleransli olarak belirlenen Akhisar 97 ve izmir Ozbas
cesitlerine ait mutant bitkilerin glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri belirlendi (Tablo
4.31).
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Tablo 4.31. 250 mM NaCl’ye toleransl olarak secilen Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin
cesitlerine ait mutantlarin glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri (umol NADPH/min mg TA =+
SD

Mutant Bitki Numaras1 GR Aktivitesi (umol NADPH/min mg TA) + SD

Kontrol Akhisar 0.0085 + 0.0027
Mutant 1.1 0.0314 £ 0.0035
Mutant 1.3 0.0322 +0.0210
Mutant 1.10 0.0316 £ 0.0180
Mutant 1.11 0.0303 +0.0150
Mutant 1.17 0.0318 +£0.0240

Konrol izmir Ozbas 0.0014 + 0.0410
Mutant 3.3 0.0320 +0.0320
Mutant 3.4 0.0346 +£0.0170
Mutant 3.25 0.0411 £ 0.0260
Mutant 3.26 0.0384 +£0.0410
Mutant 3.31 0.0405 £ 0.0230

Akhisar 97 tiitiin ¢esitlerine ait kontrol bitkilerinin glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri
0.0085 wmol NADPH/min mg TA iken, Akhisar 97 c¢esidine ait olan tuza toleransh
olarak secilen mutantlara ait glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri 0.0303 ile 0.0322
umol NADPH/min mg TA arasinda degisirken en yiiksek GR aktivitesini 1.3 numarali
mutant gosterdi. Izmir Ozbas tiitiin cesidine ait kontrol bitkilerinin glutatyon rediiktaz
aktiviteleri 0.0014 pmol NADPH/min mg TA’dir. Se¢ilen mutant bireylerin glutatyon
rediiktaz enzim aktiviteleri 0.0320 ile 0.0411 pmol NADPH/min mg TA olarak
belirlendi. En yiiksek GR aktivitesine sahip olan izmir Ozbas ¢esidine ait mutant bitki

3.25 numaral1 bireydir.

4.9. GENOMIK DNA iZOLASYONU VE ANALIZi

Calismamizda, genomik DNA izolasyonu yapildi ve her iki tiitiin ¢esidine ait kontrol ve
tuza toleransl bitkilerin genomik DNA analizleri spektrofotometrik ve elektroforetik

yontemler kullanilarak ortaya kondu. Izole edilen genomik DNA’larin miktar tayinleri
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Tris/EDTA tamponu kullanilarak 50 kez sulandirilan 6rneklerin Nanodrop cihazinda

260 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerlerine gore hesaplandi.

4.9.1.Genomik DNA Amplifikasyonu

Optimum PZR karigimi ve dongiileri, RAPD-PZR analizinde uygulanarak kontrol ve
tuza toleransli mutant bitkilerin genomik DNA amplifikasyonlar1 gerceklestirildi.
4.9.2.PZR Uriinlerinin Gézlenmesi

RAPD-PZR analizinde kullandigimiz primerlere ait PZR {irlinleri %2’lik agaroz jel
elektroforezinde 1xTAE tampon c¢ozeltisi icerisinde 90 V’da yiriitilerek etidyum
bromid (10 mg/ml) ile UV 1s18inda goriiniir hale getirildi. RAPD-PZR uygulamasinda

kullanilan primerlerin amplifikasyonlarina ait jel goriintiileri Sekil 4.40-4.44’te verildi.

Sekil 4.40 OPO 02 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.41 OPB 05 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel elektroforez goriintiisii

Sekil 4.42 M13 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel elektroforez goriintiisii

Sekil 4.43 A7 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel elektroforez goriintiisii
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AK [OK 1.1 1.3 1.10 111 1.17 33 34 325 3.26 331

Sekil 4.44 OPB 08 primerine ait amplifikasyonun agaroz jel elektroforez goriintiisii

4.9.3.Primerlere Ait Amplifikasyon Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Calismamizda RAPD bantlarinin biiyiikliiklerini belirlemek i¢in 100-1500 baz cifti
arasinda 11 bant igeren DNA markir1 kullanildi. Primerlere ait amplifikasyon sonuglari,
amplifikasyon irlinlerinin  biiyiikliiklerinin, DNA  markoriindeki  bantlar  ile

karsilastirilmasi sonucunda belirlendi.

Caligmamizdaki primerlere ait amplifikasyon sonuglart RAPD bantlarinin agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenmesi ile elde edildi. Elde edilen sonuglara gore, RAPD-PZR
analizinde kullanilan M13, A7, OPO 02, OPB 05 ve OPB 08 primerlerinde

amplifikasyon gozlendi.

RAPD analizinde kullanilan 13 adet primerden 5 tanesi denemede kullanilan tiitiin
bitkilerinde ¢alisti. Tiim primerler géz onilinde bulunduruldugunda, toplam 23 DNA
bant1 kontrol ve mutant bitkilerde amplifiye oldu. Calismada kullanilan 5 primerin
ortalama polimorfizm orani, polimorfik bant sayisinin toplam bant sayisina oranlanmasi

ile saptandi (Tablo 4.16).
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Tablo 4.32. RAPD sonucu olusan bantlar ve polimorfizm oranlar1

Polimorfizm

Primerin Adi  Toplam Bant Polimorfik Bant Oram
Sayis1 Sayis1 (%)
M13 4 3 75
OPO 02 6 6 100
A7 4 2 50
OPB 05 4 3 75
OPB 08 5 3 60

Toplam 23 17 73.91

Calismada kullanilan tiim primerlerin polimorfiz oran1 % 73.91 olarak bulundu.

4.9.4.Genetik Mesafenin Hesaplanmasi

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum L.) ¢esitlerine ait kontrol ve
mutant bitkilerin birbirlerine olan genetik uzakliklarimi belirlemek icin RAPD-PZR
analizinde amplifiye olan primerlerdeki RAPD bantlarina RAPD-PZR ile her bir
primerde ayr1 ayri elde edilen jel fotograflarindan polimorfik olan bantlar belirlendi.
Buna gore yapilan inceleme sonucunda bantlarin varligina (1), yokluguna (0) degeri
verilerek bir veri matriksi olusturuldu. Bu matriksten hareketle primerlerin verdikleri
polimorfik bantlarin frekanslar1 ve polimorfizm oranlart hesaplandi. Genetik
benzerlikler ve uzakliklar POPGENE programi kullanilarak hesaplandi. Tablo 4.33’te
her iki tiitiin ¢esidine ait kontrol ve mutant bitkilerin birbirlerine olan genetik uzakliklar
verildi. Sekil 4.45°te ise, elde edilen genetik uzaklik verilerine gore ¢izilen dendrogram

verildi.
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Tablo 4.33. Calismamizda kullanilan primerlere gére Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum L.) cesitlerine ait kontrol ve mutant bitkilerin
birbirlerine olan genetik uzakliklar

Akontrol iOkontrol 1.1 1.3 1.10 1.11 1.17 3.3 34 3.25 3.26 331
Akontrol | 0.00
iOkontrol | 0.33 0.00
11 0.33 0.40 0.00
13 0.33 0.40 0.00 0.00
1.10 0.33 0.40 0.00 0.00 0.00
1.11 0.35 0.33 0.25 0.25 0.25 0.00
1.17 0.23 0.36 0.36 0.36 0.30 0.30 0.00
3.3 0.52 0.25 0.44 0.44 0.44 0.37 0.37 0.00
3.4 0.36 0.43 0.35 0.35 0.35 0.29 0.29 0.29 0.00
3.25 0.33 0.39 0.32 0.32 0.32 0.18 0.18 0.43 0.27 0.00
3.26 0.33 0.39 0.32 0.32 0.32 0.10 0.10 0.43 0.35 0.09 0.00
3.31 0.35 0.33 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.18 0.20 0.22 0.22 0.00
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Sekil 4.45 Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum L.) ¢esitlerine ait kontrol ve
mutant bitkilerin, RAPD-PZR’de kullanilan primerlerin amplifikasyon sonuglarina gore
olusturulan dendrogramlar1

RAPD-PZR’de  kullanilan  primerlerin  amplifikasyonlarina gdére  olusturulan
dendrogramda, iki ana grup goriilmektedir. Bu gruplardan kii¢iik olan Izmir Ozbas
kontrol ve 3.3 bireyinden olusurken, biiyilk grup kendi i¢inde iki alt gruba
ayrilmaktadir. Kiigiik grup sadece 3.4 bitkisinden olusmaktadir. Ikinci biiyiik alt grup,
kendi i¢inde alt gruplardan olugmaktadir.

Bu sonuglara gore, Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin gesitlerine ait kontrol bitkileri,
genetik olarak birbirlerinden %33 oranminda uzak olduklari goriildii. Izmir Ozbas
cesidine ait olan 3.3 mutant1 kendi kontrol bitkisine %25, Akhisar ¢esidine ait olan 1.17
bitkisi, kontroliine %23 oraninda uzaklikta bulundu. Izmir Ozbas tiitiin cesidine ait
mutantlar arasinda kontrole en uzak olan mutant bitki %43 genetik uzaklik ile 3.4

numarali bitki iken, Akhisar 97 ¢esidine ait 1.11 mutant1 %35 genetik uzakliga sahiptir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Abiyotik streslere toleransh biktilerin gelistirilmesi, tarimsal verimde iiriin kayiplarinin
giderilmesi agisindan son derece onemlidir. Klasik 1slah metodlar ile, tuza toleransh
hatlarin gelistirilmesinde sinirlayict etken, 6nemli bir ¢ok iiriinde gen havuzlarinda
genetik varyasyonlarin ¢ok az olmasidir. Bu nedenle, alternatif teknolojiler
gelistirilmektedir. Gen aktarim metodlar ile, bir¢ok bitkide iyon tasiyici sistemler,
koruyucu organik bilesiklerin sentezinin arttirtlmasi, antioksidan enzim {iretiminde artis
saglama yoniinde calismalar yapilmis ve basarilar saglanmistir (Ashraf and Akram,
2009). Ancak gelistirilen hatlarda istenen, gen aktarimindan sonra bitkiye sadece
istenilen 6zelligin kazandirilmasi ve ana hattin sahip oldugu diger 6zelliklerde herhangi
bir degisiklik olmamasidir. Ancak, uygulanan bu teknik stres etmenine karsi tolerans
saglansa Dbile diger Ozelliklerde sonraki hatlarda farkliliklarin olusabilecegi
gosterilmistir. Thomson (2010), gen aktarim g¢aligmalarinda tek bir lokusa fazla gen
girebilecegi gibi, bazi durumlarda aktarilan genlerin ekspresyonlarinin goriilmedigi
durumlarla da karsilagilabildigini belirtmistir. Ayrica, gen aktarim tekniklerinin
maliyetleri de olduk¢a fazladir. Bu teknige alternatif olarak mutasyon 1slahi teknigi
kullanilmasi, ¢ok cesitli 6zellikler icin kisa siirede ve diisilk maliyette gen havuzunun

olusturulmasi nedeniyle tercih edilmektedir.

Tuz stresi, bitkiler iizerinde cesitli biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklere neden
olmaktadir. Son yillarda {ilkemiz i¢in de oldukca 6nemli bir sorun haline gelmekte olan
toprak tuzlulugu, tarim alanlar1 ¢ok genis olan lilkemizde de tarimsal iiretimde sorunlar1

beraberinde getirecektir.

Bu ¢alismaya tuzluluk probleminin ¢éziimiine katkida bulunmak amaciyla baslanmis ve
[zmir ydresine ait 2 gesit tiitiinde 4 farkli gama radyasyon dozlar1 kullanilarak, genetik

cesitlilik elde edilmis ve tuzluluga toleransli mutant bitkilerin se¢imleri yapilmistir.

Bu amagla Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esitlerinin gama radyasyonuna kars
hassasiyetleri belirlendi. Calismada 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500 ve 600
Gy’lik dozlar ile 1sinlanan her iki geside ait tohumlardan elde edilen fidelerde, yasayan

fide sayilari, yas ve kuru agirliklari belirlenerek, bu degerlere gore LD3g, LDso, GR3p ve
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GRso degerleri saptandi. Akhisar 97 ¢esidinde LDsg dozu 213 Gy iken, izmir Ozbas
cesidinde 288 Gy’dir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde Akhisar 97 tiitiin
cesidinin, gama radyasyonuna Izmir Ozbas cesidine gdre daha hassas oldugu gériildii.
Kurulacak olan tarla denemesi i¢in kullanilacak olan radyasyon dozlari, bu verilere gore

belirlenerek mutasyon denemesi kuruldu

Tiitiin bitkisi ile yapilan mutasyon 1slahi ¢alismalarinda, en etkili gama radyasyon
dozlarinin 200-350 Gy arasinda oldugu belirtilmektedir (Briggs ve Constantin, 1977).

Isinlanan bitki materyaline gore kullanilan gama radyasyon dozlar degisiklik
gostermektedir. Tohumlarin  1sinlanmasinda, daha yiiksek dozda radyasyon
kullanilmaktadir (Lamseejan ve dig., 2000; Ciftci ve dig., 2006; Suprasanna ve dig.,
2008).

M; generasyonu eldesi i¢in 0, 100, 200, 300 ve 400 Gy’lik gama radyasyon dozlarinda
1isinlanan ve tarlaya ekilen Akhisar 97 ve izmir Ozbas tiitiin tohumlarindan gelisen
fidelerin yasama oranlari, ortalama fide boylarinda, uygulanan radyasyon dozlarinin
artisina paralel olarak bir azalma gozlendi. Ayrica, radyasyon dozunun artisiyla, fide
basina diisen yaprak sayilarinda da azalma gozlendi.

Taner ve dig.(2004), sarimsak dislerini (Allium sativum L.) Cs™

kaynaginda 0, 5, 10,
15, 20, 25 ve 30 Gy dozlarda 1sinlamiglardir. Isinlama dozlarinin artmasiyla ¢imlenme

oranlarinda bir azalma oldugunu bildirmislerdir.

Bager ve dig.(2007), 2 makarnalik bugday cesidini %0Co, gama radyasyon kaynaginda
100, 200, 300, 400, 500 ve 600 Gy dozlarda isinlamislardir. 100, 200 ve 300 Gy
dozlarin ¢imlenme tlizerine 6nemli bir etkiye sahip olmadiklari, 400 Gy’lik dozun her iki
bugday ¢esidinde de ¢imlenme oranlarinda azalmaya yol acarken, uygulanan radyasyon

dozunun artmasiyla, bitki canlilifinin da 6nemli 6l¢iide azaldigini1 gostermislerdir.

Hewawasam ve dig.(2004), Crossandra bitkisinde yaptiklart ¢alismada siirgiin ucu
eksplantlarin1 0-90 Gy gama radyasyon dozu ile 1simnlamislardir ve 1sinlama dozunun

artmastyla siirglin boylarinda bir azalmanin meydana geldigini bildirmislerdir.



124

Puchooa (2005), Anthurium yaprak, tohum ve in vitro’da yetistirilen siirgiinleri 5, 10 ve
15 Gy gama radyasyonu ile ismlamislardir. *’Cs’yi gama kaynagi olarak
kullanmiglardir. Kallus olusumu ve rejenerasyon i¢in en iyi sonucu 5 Gy’de
gozlemislerdir. 15 Gy gama radyasyon dozunun Anthurium dokular ig¢in 6ldiriicti

etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Ciftci ve dig.(2006), 4 farkli bezelye (Pisum sativum L.) ¢esidinde in vitro kosullarda
gama 1sinlarinin mutajenik etkilerini incelemislerdir. 5 farkli doz kullanarak (60, 100,
140 ve 180 Gy) gruplar olusturulmustur. Calismada kullanilan tiim genotiplerde,

radyasyon dozunun artmasiyla bitki boyunda ve kdk uzunlugunda azalma gérmiislerdir.

Suprasanna ve dig. (2008), in vitro kosullarda seker kamisi bitkisinde 0-80 Gy gama
radyasyon ile 1sinlama sonucunda mutant bitkiler elde etmislerdir. Calismada LDsg dozu

olarak 20-30 Gy araligin belirlemislerdir.

Lamseejan ve dig.(2000), krizantem (Chrysanthemum morifolium) bitkisinde doku
kiltiirii kosullarinda organogenik kallus olusturduktan sonra 0, 10, 30, 50, 70, 90 ve 110
Gy gama radyasyon dozlarinda isinlamislardir. Alt kiiltirlerde, ¢igek rengi ve
boyutunda degisiklikler gozlemislerdir. 50 Gy ve lizerindeki dozlarin siirgiin olusturmak

icin kullanilamadigini, bitkilerin 6ldiiklerini bildirmislerdir.

Atak ve dig.(2004), yaptiklar1 ¢alismada 3 farkli soya (Glycine max L. Merrill)
varyetesinde gama radyasyonu ile atrazine direngli ve toleransli mutantlari
olusturmusglardir. Tohumlari, 200 Gy gama radyasyon dozu ile 1sinladiktan sonra My

generasyonunda klorofil mutantlarini saptamislardir.

Branch (2002)’de yaptig1 c¢alismada, “Georgia Browne” ¢esidi yer fistigini ®co
kaynaginda 200 Gy dozda 1sinlamistir. Mg, M7, Mg, Mg generasyonlari, bakla agirligi,

bakla iiriinii, tohum agirli§1 ve tohum boyut dagilimlar1 agisindan degerlendirmislerdir.

Titlin bitkisinin yapraklarinda icerdigi nikotin ve indirgen seker konsantrasyonlari,
titliniin  6nemli kalite ozellikleridir. Kontrol ve M; generasyonuna ait fidelerin

yapraklarinin kirimi yapilmig olup, 2. ana ve ug ellerdeki hem nikotin hem de indirgen
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seker miktarlar1 belirlendi. Kontrolde indirgen seker orani kirimlara gore 2. elden ug
ellere dogru bir azalma gosterirken nikotinde kirimlara gore, 2. elden ug ellere dogru
gidildikge artis gosterdi. 2. ana elde her iki tiitiin ¢esidinde radyasyon dozunun
artmasiyla indirgen seker miktarinda kontrole gore bir artig goriildii. Ug ellerde ise, doz
artisiyla indirgen seker miktarlarinda kontrole gore bir azalma gozlendi. Nikotin
miktarlarinda 2. ana elde kontrole gore azalma saptanirken, ug¢ ellerde radyasyon
uygulamalarinda artis gézlendi. Bitkinin gelisimine bagli olarak 2. ana ellerde seker
miktarinin radyasyonla artis1 ve buna bagh olarak da ug ellerde nikotin miktar1 artiginda
radyasyonun neden oldugu oksidatif stres rol oynamaktadir. Radyasyon ve abiyotik
stres kosullarinda, hiicresel korunma mekanizmalari igerisinde seker molekiillerinin
miktarin arttig1 bilinmektedir (Hoffmann, 2010; Schwimmer ve dig., 2008; Watanabe
ve dig., 2004). Stres altinda seker konsantrasyonunda meydana gelen artig, ug ellerde

de nikotin miktarinin artigina neden olmustur.

Kiong ve dig.(2008), Orthosiphon stamineus bitkisinin siirgiin ucu eksplantlarini, 0-70
Gy gama radyasyonu ile 1sinlamiglardir. Biyokimyasal ¢alismalar, radyasyon dozunun
artistyla total ¢oziinlir protein ve total klorofil igeriginde azalma oldugunu

gostermiglerdir.

Ling ve dig.(2008), 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 Gy gama radyasyon dozlarin1 kullanarak,
Citrus sinensis bitkisinde fizyolojik degisiklikleri incelemislerdir. LDsy dozu, 27 Gy
olarak tespit edilmis olup, 50 Gy ile 1sinlanan bitkilerde en yiiksek total ¢ozliniir protein
igcerigi bulundugu gosterilmistir. Bununla beraber bu dozda 1sinlanan bitkilerde 6nemli

bir stres parametresi olan peroksidaz aktivitelerinde artis oldugunu bildirmislerdir.

Wada ve dig. (1998), ®Co gama kaynaginda 500 Gy’e kadar radyasyon dozlarinda 2
titlin cesidine ait tohum ve fidelerin radyohassasiyetlerini degerlendirmislerdir.
N. debneyi ¢esidinde N.tabacum g¢esidine gore tohumlarin radyasyona karsi hassas
olduklarin1 gozlemiglerdir. N.tabacum’da ise fidelerin daha hassas olduklarin
gozlemislerdir. Fidelerle yapilan ileri analizler sonucunda, 1sinlanan dokularda olusan
‘OH radikalinin miktarinin tiirler arasinda veya artan radyasyon dozlar1 arasinda farklilik
gostermedigini bildirmiglerdir. Radyasyon uygulamasiyla, bazi antioksidant enzimlerin

PR

(SOD, POX, CAT) aktivitelerinin arttig1 ve izozim modellerinin degistigi gosterilmistir.
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Calismada elde edilen sonuglara dayanarak, radyasyona cevaptaki tiirler arasindaki
farkliligin, dokularda olusan toksik hidrojen peroksiti uzaklastirmada goérevi olan POX

enziminin aktivitesindeki farkliliktan kaynaklanabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

M; generasyonunda radyasyonun neden oldugu zararlanmalar nedeniyle hasat edilen
bitki sayilarinda dozun artisina paralel olarak daha az sayida bitki hasat edildi. Bu
nedenle, her iki g¢esit i¢in M, generasyonu eldesinde tarlaya sasirtilan fide ve hasat
edilen bitki sayilari, yiiksek radyasyon dozlarinda diisiiktiir. M, generasyonuna ait 1500
bitkiden tuzluluga tolerans gdsteren mutantlarin seg¢ilimi gergeklestirilmistir.
Mutantlarin seleksiyonlar1 yapilmadan once izmir yoresine ait Akhisar 97 ve Izmir
Ozbas tiitiin cesitlerinin tuzluluga kars1 gosterdikleri toleranslar1 hem in vitro hem de in

vivo kosullarda yapilan denemelerle belirlendi.

In vitro tuz doz denemelerinde 8 farkli NaCl konsantrasyonuna maruz kalan iki g¢esit
tiitlin hattina ait tiim bitkilerin biiylime parametrelerinde (siirgiin boyu, kok boyu ve taze
agirlik) uygulanan NaCl konsantrasyonun artisina bagli olarak bir azalma oldugu

gozlendi.

Masood ve dig. (2006), A. pinnota ve A. filicuoides ile yaptigi ¢alismada tuz

uygulamasinin bitki gelisimlerini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini gostermistir.

Govde ve kok yas agirliklari, Adams ve dig.(1992)’ lerinin yaptiklart ¢alismada da

farkl: tuz tiplerinin uygulanmasi sonucunda 6nemli 6l¢iide bir azalis gostermistir.

Neto ve dig.(2004), musir bitkisi ile yaptiklar1 calismada, kullanilan tim misir
genotiplerinde, tuz stresi uygulmasi sonrasinda bitki biiyiimesinde gerileme oldugunu

gostermislerdir.

Oncel ve Keles (2002), 200 mM NaCl stresi altindaki bugday genotiplerinde, kk ve

siirglin bliyiimelerinde azalma oldugunu bildirmislerdir.

Moud ve Maghsoudi (2008), farkli bugday ¢esitlerinde, tuz stresi altinda koleoptil

biliylimesinde gerileme tespit etmislerdir.
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Calismada kullanilan her iki tiitiin ¢esidinde de in vitro kosullarda uygulanan 8 farkli
tuz konsantrasyonunda fotosentetik pigment konsantrasyonlarinda, diisik NaCl
konsantrasyonlarinda bir artis gozlense de artan NaCl konsantrasyonlarina paralel
olarak bir azalma saptandi. Ancak Akhisar 97 ¢esidi icin 200 mM NaCl’den yiiksek
olan tuz konsantrasyonlarinda istatistiksel agidan anlamli azalislar kaydedilirken, Izmir
Ozbas cesidi icin 250 mM’dan daha yiiksek dozlarda fotosentetik pigmentlerde
saptanan azalmalar anlamli olarak bulundu (P<0.05). In vivo stres kosullarinda saptanan
fotosentetik pigment konsantrasyonlarindaki degisiklikler, in vitro ¢calismada elde edilen

bulgular1 destekledi.

Tuzluluk, bitkilerde fotosentezi de azaltmaktadir. Biyokiitle iiriinii olarak bitki
biliylimesi, fotosentezin bir Ol¢limiidiir ve bu nedenle biiylimeyi etkileyen g¢evresel
stresler, fotosentezi de etkilemektedirler Ancak, tuz stresinin fotosentezi baskiladigina
dair bilgiler olsa da, fotosentezin tuzluluk ile yavaslamadigina ve diisiik
konsantrasyonlarda tuz uygulamasi ile fotosentezin stimule olduguna dair sonuglar da
bildirilmistir (Lascano ve dig., 2003; Reddy ve dig., 2004; Yazic1 ve dig., 2007; Xin
Wen ve dig., 2008).

Artan tuzluluga maruz kalan bir¢ok bitkide verimde meydana gelen diisiis, fotosentetik
kapasitedeki azalma ile baglantili bulunmaktadir. Bir¢ok tiirde tuz stresi altinda
fotosentezi sinirlayan etkenler arastirilmis olmasma ragmen, inhibisyonun mekanik
modeli heniiz tam olarak anlagilamamistir. Tuz, fotosentez oranini azaltarak dolayl
olarak biiylime ve gelismeyi etkileyebilmektedir (Reddy ve dig., 2004; Yazic1 ve dig.,
2007).

Ayrica, fotosentez kapasitesindeki azalma, tuz ile indiiklenmis reaksiyonlardan alinan
geri bildirim ile bazi karbon metabolizma siireclerinin engellenmesinin sonucudur.
Azalmig su potansiyeli altinda, substrat fruktoz-1,6-bifosfatin (FBF) stroma seviyeleri
birikip, fruktoz-6-fosfat azalarak FBPaz, fotosentez oranini kisitlar hale gelmektedir
(Reddy ve dig., 2004).
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XinWen ve dig.(2008), Taklamakan c¢oliinde yetisen 3 farkli bitkide tuz stresinin
etkilerini degerlendirmislerdir. Uygulanan tuz stresinin 10 g/L’den 15 g/L’ye

cikartilmasiyla, klorofil seviyelerinde azalmalar goriildiigiini bildirmislerdir.

In vitro tuz doz denemelerinde, total protein miktarlari, her iki tiitiin ¢esidinde de 300
mM NaCl konsantrasyonuna kadar artis gosterdi. Akhisar 97 tiitiin ¢esidinde meydana
gelen artis, Izmir Ozbas ¢esidine gore daha fazla olarak bulundu. 300 ve 350 mM NaCl
uygulamalarinda total protein miktarlarinda azalma gézlendi. In vivo tuz denemesinde
ise, Akhisar 97 g¢esidinde 200 ve 250 mM NaCl uygulamalariyla daha diisiik dozlara
gore anlamli bir artis gosterdi (P<0.05). Izmir Ozbas ¢esidinde de 250 mM
konsantrasyonda NaCl muamelesinin, total protein miktarlarinda artiga neden oldugu
goriildii. 300 ve 350 mM NaCl uygulamalarinda gozlenen diisis, in vitro denemede elde

edilen sonuglarla benzerlik gosterdi.

Yapraklarda ¢oziinebilir protein igeriginin azalmasi, tuzluluga karsi bir tepki olarak
olusmaktadir. Razavizadeh ve dig. (2009), yaptiklari c¢aligmada, tuz stresi altinda
savunma ve enerji Uretimiyle 1ilgili olan proteinlerin sentezinin geriledigini

gostermiglerdir.

Rahnama ve Ebrahimzadeh (2004), patates bitkisinde tuz stresinin, NaCl
konsantrasyonun artmasiyla hem siirgiinlerde hem de kalluslarda total protein
miktarlarinda diisiis kaydetmislerdir. K™ un protein sentezi i¢in dnemli bir role sahip
olmas1 nedeniyle, meydana gelen bu azalisin, K® miktarmin azalmasindan

kaynaklanabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Bitkilerin maruz kaldiklart diisiik konsantrasyonlardaki NaCl stresine karsi proteinleri
sentezlemeleri, total protein miktarinda artis olarak gozlendi. Ancak tuz
konsantrasyonunun artmasina paralel, bitkide meydana gelen zararlanmalar artmakta ve
birgok metabolik yol inhibe olmaktadir. Bu sonugta total protein miktarinda bir azalma

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hassan ve dig., 2004; Mazzucotelli ve dig., 2008).

Proteinlerin oksidatif strese karsi en duyarli olduklar1 bdlgeleri, siilfidril gruplaridir.

Proteinler, ROS’a kars1 lipidlere oranla daha az duyarhidirlar ve aminoasit dizilerine
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bagl olarak etkilenmektedirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin
ROS ile etkilesimleri fazladir. Bu nedenle yapisinda triptofan, tirozin, fenil alanin,
histidin, metionin ve sistein gibi aminoasitleri bulunduran proteinler ROS’a kars1 daha

duyarhdirlar (Kelly ve dig., 1998; Sen ve Packer, 2000).

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esitlerine ait malondialdehit olusum oranlarmmn in
vitro tuz denemesinde artan NaCl konsantrasyonlarma bagh olarak her iki ¢esitte de
artt1ig1 ve meydana gelen bu artiglarin istatistiksel agidan anlamli olduklar1 belirlendi
(P<0.05). Akhisar 97 cesidinde meydana gelen zararlanma oranlarinin, Izmir Ozbas
¢esidine oranla daha fazla olduklar1 goézlendi. In vivo tuz doz denemelerinde
gerceklestirilen lipid peroksidasyon analizi sonuglar1 da, Akhisar 97 ¢esidinin daha

hassas oldugunu destekledi.

MDA, cevresel stresler ile artan, plazmalemma ve organel membranlarinda hasara yol
acan ve lipid peroksidasyonun degerlendirilmesinde 6nemli bir parametredir (Esfandiari

ve dig., 2007).

Meloni ve dig.(2003) pamuk bitkisinde NaCl uygulamasinin MDA miktarinda artisa yol
actigimi gostermislerdir. A. pinnat ve A. filiculoides bitkileri ile yapilan ¢alismada da
NaCl uygulamasinin MDA miktarinda artisa neden oldugu da bildirilmistir (Masood ve
dig., 2000).

Her iki tirde de, in vitro tuz uygulamasiyla doz artisina bagli olarak APX
aktivitelerinde artis gozlendi. /n vivo denemede farklilik olarak, 150 mM NaCl
konsantrasyonundan daha yogun stres kosullarinda her iki tiirde de ciddi artis oldugu
gozlendi. Benzer bulgular, Neto ve dig.(2006) misir genotiplerinde, Masood ve

dig.(2006) Azolla spp’de yaptiklar1 ¢alismalarda da gézlenmistir.

In vitro ve in vivo denemelerde Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin cesitlerinde, tuz stresi
altinda doza bagh olarak GPX aktivitesinde bir artis belirlenirken 6zellikle bu artigin
250 mM NacCl ve iizerinde daha yiiksek oldugu gozlendi.
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Meloni ve dig. (2003), tuz stresine maruz biraktiklart pamuk ¢esitlerinde, NaCl

uygulamasinin GPX aktivitesinde artisa neden oldugunu gostermislerdir.

Koca ve dig. (2007), yaptiklar1 ¢alismada, 21 giin siireyle 0, 50 ve 100 mM NacCl
konsantrasyonlarinda sulama yaptiklar1 susam cesitlerine ait bitkilerin yapraklarinda
SOD, CAT, APX, GR ve POX aktivitelerinde artan stres dozuyla orantili olarak bir artis
bildirmislerdir. Ayrica artan tuz konsantrasyonuna paralel olarak prolin
konsantrasyonunda da artis gézlemislerdir. Ancak her iki konsatrasyonda da 21. giinde

SOD aktivitesinde diisiis izlenmistir.

In vitro ve in vivo tuz denemelerinde Izmir Ozbas ¢esidinin GR aktivitesinin Akhisar 97
cesidine gore daha yiiksek oldugu ve her iki ¢esitte de maruz kalinan NaCl aktivitesinin
artmasiyla GR aktivitelerinde artis oldugu goriildii. Askorbat-glutatyon dongiisii,
ROS’larin etkisiz hale getirilmesinde olduk¢a 6nemli bir basamaktir. Bu yiizden izmir
Ozbas cesidinde tuzdan etkilenme oranmnin, Akhisar 97 cesidine gore daha az oldugu

saptandi.

Tuza toleransli bezelye varyetelerinde de tuza hassas varyetelere gore daha fazla GR
aktivitesi saptanmistir (Hernandez ve dig., 2000). Meloni ve dig.(2003), pamuk

bitkisinde tuz stresi altinda GR aktivitesinde 6nemli artis saptadiklarini bildirmislerdir.

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esidinde de her iki tuz deneme kosulunda (in vitro ve
in vivo), SOD enzim aktivitesi uygulanan tuz konsantrasyonunun artmasina paralel

olarak artis gosterdi.

Masood ve dig. (2006) yilinda iki Azolla c¢esidinde yiiriittiikleri NaCl stres
uygulamasinin - MDA igerigini arttirdigint  gOstermislerdir. Ayrica artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak, APX ve SOD aktivitelerinde artis gozlediklerini
bildirmislerdir.

Her iki c¢esitte de hem in vitro hem de in vivo tuz denemelerinde NacCl
konsantrasyonunun artmasina paralel olarak, CAT aktivitelerinde istatistiksel acgidan

anlamli bir azalig gozlendi (P<0.05).
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In vitro ve in vivo kosullarda gergeklestirilen tuz doz denemelerinden elde edilen
sonuclar, radyasyona hassas olarak belirledigimiz Akhisar 97 ¢esidinin tuz toleransinin

da, izmir Ozbas’a gore daha az oldugunu gosterdi.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, in vitro ve in vivo kosullarda gergeklestirilen
stres denemelerinden elde edilen biyokimyasal verilerin birbirlerini destekledikleri
gorildii. Her iki deney kosulunda ve tiirler arasinda antioksidant enzimlerden sadece
glutatyon rediiktaz enzim aktivitesine ait farkliliklarin her iki deney kosulunda
istatistiksel agidan anlamli oldugu bulundu (P<0.05). Bu nedenle, GR enzim aktivitesi,

tuzluluga toleranslilik agisindan markir enzim olarak kullanilabilir.

Neto ve dig. (2006), misir bitkisinde tuz stresi altinda antioksidan enzim aktivitelerini
degerlendirmislerdir. 100 mM NacCl konsantrasyonu ile uygulanan tuz stresinin, misir
yapraklarinda SOD, APX, GPX ve GR enzim aktivitelerinde artisa yol agtigin

gostermislerdir.

Hoque ve dig. (2008), tiitiin BY-2 hiicrelerinde 200 mM NaCl uygulamasiyla GSH ve
GR aktivitelerinde artis gordiiklerini bildirmislerdir.

Esfandiari ve dig. (2007), bugday fidelerine 10 giin siireyle 50, 100, 150 ve 200 mM
NaCl stresi uygulamiglardir. Tuz stresi sonrasinda yapilan biyokimyasal analizlerde,
lipid peroksidasyon orani, SOD ve CAT enzim aktivitelerinde bir artis gozlenirken, GR

aktivitesinde artan NaCl konsantrasyonuna zit olarak azalma gézlemislerdir.

Meloni ve dig. (2003), Guazuncho ve Pora pamuk cesitlerini 0, 50, 100 ve 200 mol/m®
NaCl konsantrasyonlarindaki tuz stresine 21 giin siireyle maruz birakmislardir. Pora
varyetesinde SOD aktivitesinde artis gozlerken, Guazuncho c¢esidinde oOnemli bir
degisiklik gozlememislerdir. Pora ¢esidinde, GR aktivitesindeki ortalama artisin %53
oldugu ve diger cesitte degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Calismadan elde edilen
sonuglara gore, tuza toleransli pamuk varyetelerinde, tuz stres altinda antioksidant
enzim aktivitelerinin artigiyla reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 daha iy1 bir korunma

saglanabildigini belirtmislerdir.



132

Calismamizda, in vitro ve in vivo denemelerde, kontrol bitkilerinin prolin degerleri
karsilastinildiginda, Izmir Ozbas ¢esidinin igsel prolin konsantrasyonu Akhisar 97
cesidine gore daha yiikksek olarak bulundu. Calismada kullanilan tuz
konsantrasyonlarinin artisina paralel olarak her iki ¢esitte de prolin kosantrasyonlarinda
artiglar gézlendi. Akhisar 97 tiitiin ¢esidinde 350 mM NaCl’ye maruz kalan bitkilerin
yapraklarinda aym1 doza maruz kalan Izmir Ozbas’tan daha fazla prolin biriktigi

gozlendi.

Yapilan bircok calismada tuz stresi varliginda bitkilerde prolin seviyesinin arttig
bildirilmigtir. Prolin birikiminin, osmoregiilasyonun saglanmasinda &nemli oldugu
bilinmektedir. Solanum tuberosum (Martinez ve dig., 1996), Beta vulgaris (Ghoulam ve
dig., 2001), Brassica juncea (Madani ve dig., 1995) ve alfaalfa (Trinchant ve dig.,

2004) tuzluluk stresi altinda prolin seviyelerinde dnemli artiglar gostermistir.

Bitkilerin tuz stresine karsi tolerans kazanmalarinda, antioksidant sistemde gorevli
enzimlerin aktivitesindeki artislar olduk¢a Onemlidir. Normal gelisim evresindeki
hiicrelerde de reaktif oksijen tiirleri tiretilmektedir. Hiicresel homeostas, bu radikallerin
formasyonunu kisitlamanin yaninda, olusmus radikallerin yok edilmesini saglayan
mekanizmalar1 da igermektedir. Bu sistem, hiicre stressiz ortamda iken diizenli bir
mekanizma ile islemektedir. Ancak, hiicre stres altinda iken sistemin regiilasyonunda
karigikliklar olusmaktadir. Bitkiler, streslere, antioksidant enzimleri ve diger tiim
elemanlar1 ile, savunma sistemi aktif oksijen tiirlerini yok etmeyi tamamiyle
basaramadigr durumlarda tepki vermektedirler (Yokoi ve dig., 2002; Tiirkan ve

Demiral, 2009).

Tuz stresi altinda olusan morfolojik zararlanmalar degerlendirildiginde ve biyokimyasal
analizler g6z oniinde bulundurularak, seleksiyon igin kullanilacak olan NaCl

konsantrasyonunun 250 mM oldugu bulundu.

A.thaliana bitkisinde 200 mM, Oryza sativa’da 300 mM, N.tabacum L. bitkisinde 200
mM (Umezawa ve dig., 2006), bugdayda 150 mM NaCl (Munns ve dig., 2006), seker
kamiginda 171 mM NaCl (Patade ve dig., 2006) konsantrasyonlarinda gelisim gdsteren

tuza toleransh bitkiler gelistirilmistir.
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My generasyonuna ait tek bitki hasadi yapilarak toplanan 1900 adet bitkiye ait
tohumdan 1500 tanesinin perlit ortaminda 250 mM NacCl igeren besin soliisyonu ile
sulanarak gelisimleri kontrol edildi ve tuza toleransl bireyler M3 generasyonunda tespit
edildi. /n vivo tuz seleksiyonunda, 250 mM NaCl’ye toleransli olarak 103 adet bitki
belirlendi. Bu bitkilerin daha sonra in vitro kosullarda tekrar tuzluluga toleranslari
kontrol edildi ve 10 adet mutant bitki tuza toleransli olarak se¢ildi. Segilen bitkilerin 5
tanesi Akhisar 97 cesidine ve 5 tanesi de Izmir Ozbas cesidine aittir. Akhisar 97
¢esidine ait belirlenen mutantlardan 2 tanesi 100 Gy, 2 tanesi 200 Gy, 1 tanesi de 300
Gy gama radyasyon dozu ile 1s1nlama sonucunda, izmir Ozbas cesidine ait mutantlarda
ise, 3 tanesi 100 Gy, 1 tanesi 200 Gy ve 1 tanesi de 300 Gy radyasyon dozu ile 1g1nlanan
tohumlara aittir. Tuz seleksiyonunda ozellikle, 100 ve 200 Gy’lik dozlarda segilen

mutant sayis1 daha fazladir.

Bu mutant bitkilerin yapraklarinda tuzluluga toleransta bir markir olarak diistiniilen GR
enzim aktiviteleri belirlendi. Kontrol bitkilerine gore mutantlarda oldukga yiiksek enzim
aktiviteleri saptandi. Akhisar ¢esidine ait mutantlardan 1.3 numaral bitki, 0.0322 pmol
NADPH/min mg TA aktivite gosterdi. Izmir Ozbas cesidine ait olan 3.25 numarali
mutant bitki ise kendi grubunda 0.0411 pmol NADPH/min mg TA ile en yiiksek
aktiviteyi gosterdi.

250 mM NaCl’ye toleranshi olarak secilen 10 adet mutant bitkinin genomik DNA
analizleri gercgeklestirildi. Mutant bitkilerin kontrol bitkileri ile olan farkliliklari,
analizde kullanilan primerlere bagl olarak ortaya konmus olup, genetik uzakliklar

cizilen dendrogramlar ile gosterildi.

Calismamizda Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esitlerine (Nicotiana tabacum L.) ait
tuza toleransli mutant bitkiler ile kontrol bireyleri arasindaki farkliliklar1 DNA
diizeyinde ortaya koymak amaciyla, rastgele primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonuna dayanan molekiiler markor teknigi olan RAPD teknigi kullanildi. Bu
yontem, diger metodlara gore daha ucuz ve uygulanabilirliginin kolay olmasi nedeniyle

tercih edilmektedir (Kumar, 1999; Upadhyay ve dig., 2004; Gale, 2005).
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Arastirmalarda, uygulanan fizyolojik etmenlerin bitki ¢esitleri arasinda olusturduklari
polimorfizm RAPD metodu kullanilarak etkili bir sekilde tespit edilebilmektedir
(Kumar 199; Upadhyay ve dig., 2004; Gale 2005).

Akhisar 97 tiitiin ¢esidine ait olan 1.1, 1.3, 1.10 mutant bitkilerinin kontrol bitkisine
olan genetik uzakliklar1 %33 iken, 1.11 numarali mutantin %35, 1.17 numaral
mutantinda kontrole %23 oraninda genetik uzakliga sahip oldugu saptandi. Izmir Ozbas
cesidine ait 3.3, 3.4, 3.25, 3.26 ve 3.31 numarali mutant bitkilerin kontrole olan genetik
uzakliklari sirastyla %25, %43, %39, %39 ve %33 olarak bulundu.

Calismada kullanilan 5 primer ile toplam 23 bant elde edilmis olup, bu bantlarin 17

tanesi polimorfik olarak belirlendi.

Sonug olarak,

Calismamizda kullandigimiz cesitlerden Akhisar 97, izmir Ozbas’a gore radyasyona ve

tuzluluga kars1 daha hassastir.

Tiim antioksidant enzimler arasinda sadece glutatyon rediiktaz enzim aktivitesindeki in
vitro ve in vivo denemelerdeki ve kullanilan tiitiin gesitleri arasindaki farkliliklarin,
istatistiksel ag¢idan anlamli olmasi, GR’nin tuzluluk toleransinda tanimlayici bir rol

oynayabilecegini diistindlirmektedir.

Tuza toleransli 10 adet mutant bitki secildi.

Mutant bitkilerin, GR aktivitelerinin kontrollerine gére arttig1 goriildii.

Gama radyasyonu tesviki ile Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin (Nicotiana tabacum L.)
bitkilerine ait kontrol ve tuza toleransli mutant bitkiler arasindaki farkliliklar1 saptamak
amacityla RAPD-PZR yonteminde kullandigimiz 5 primere gore polimorfizm oram
% 73.91 olarak belirlendi. Tuzluluga toleranslit mutant bitkilerin kontrol bitkilerine olan
uzakliklar1 POPGENE programi kullanilarak hesaplandi ve dendrogramlart ¢izildi.

Akhisar 97 ve Izmir Ozbas tiitiin ¢esitlerinde tuza toleransli olarak segilen ve en fazla
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genetik uzakliga sahip olan iki mutantin 100 Gy’lik gama radyasyon dozu ile

1sinlandiklar1 belirlendi.
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