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OZET

FARKLI CUCUMIS SAT iVUS L. CESITLER ININ ANTIOKSIDANT
ICERIGI UZERINE BIYOTIK VE ABIYOTIK STRESIN BIRLIKTE
ETKISI

NOSTAR, Ozge

Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolimu
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Filiz OZDENR
Ocak 2011, 62 sayfa

Cucumis sativus .Lc¢ssitlerinden Sardesve Beith Alphanin biyotik ve
abiyotik strese kar antioksidan savunma mekanizmasinin \v@rdranitlar
incelendi. 21 gunlilSardesve Beith Alphafideleri 7 ve 14 gin siresince 0, 50 ve
100 mM tuz stresine, biyotik strese ve biyotik skeebirlikte uygulanan 50 ve 100
mM tuz stresine maruz birakildi. Boucumis sativus L.turlerindeki buyime,
stoma iletkenki, klorofil fllioresansi, lipit peroksidasyon dizegl antioksidan
enzim aktivitelerindeki ((superoksit dismutaz (EC13.1.1), katalaz (EC
1.11.1.6), peroksidaz (EC 1.11.1.7), askorbat medeiz (EC 1.11.1.11),
glutasyon rediktaz (EC 1.6.4.2)) gigmler tespit edildi. 100 mM NacCl
uygulamasinin 14. gininde Beith Alpha’daki kdk umgandaki, ya ve kuru
agirhklarindaki azalma, Sardes’e gore daha beliriginBeith Alpha’nin biyotik
stresle birlikte maruz kalgh 100 mM tuz stresinde yaprak ozmotik
potansiyelindeki ar§j Sardes’teki arga grore daha anlamlidir. Sardes’ingivau
icerigi (RWC) uygulamanin 7. gununde 14. gune goére datlagindir. Beith
Alpha’da RWC’'deki digls belirgin deildir. Superoksit dismutaz aktivitesi
Sardes’te 14. gun biyotik ve 100 mM tuzun uygul@ndrupta, Beith Alpha’da
ise 7. gundeki biyotik ve tuz stresinin birliktegutandg! grupta belirginsekilde
artmstir. Beith Alpha ‘da 14. gin de SOD aktivitesindealna olmuygtur. Beith
Alpha’da POX aktivitesi 7. ginde artarken, Sardesiiz stresine maruz kalan
bitkilerde arts olmustur. APX aktivitesi ise Beith Alpha’da uygulama efr ile

ters orantili olarak azalgtir fakat Sardes’te astgdzlenmgtir.

Anahtar sozcukler: Biyotik stres, abiyotik stresCucumis sativus L. tuzluluk
antioksidan sistem.
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ABSTRACT

COMBINED EFFECTS OF BIOTIC AND ABIOTIC STRESSES ON
ANTIOXIDANT CONTENT OF DIFFERENT CUCUMIS SATIVUS L.
VARIETIES

NOSTAR, Ozge

MSc in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZDEIR
January 2011, 62 pages

Antioxidant defense mechanisms@iicumis sativus.LvarietiesSardesand
Beith Alphawere investigated under biotic and abiotic stressd days old
SardesandBeith Alphavarieties were treated with 0, 50 and 100 mM saditic
and combined salt and biotic stresses for 7 andal4. Differences on growth
parameters, stomatal conductance, chlorophyll éscence, lipid peroxidation
and antioxidant enzyme activities (superoxide dis®erEC 1.15.1.1; catalase -
EC 1.11.1.6; peroxidase-EC 1.11.1.7; ascorbate xmEee-EC 1.11.1.11;
glutathione reductase-EC 1.6.4.2) were measuredootrol and stress treated
groups. Decrease on root length, fresh and dry M®iggere more significant on
100 mM NaCl treated groups of Beith Alpha variety @mpared to Sardes
variety on 14 day. Increase on osmotic potential was more prention Beith
Alpha biotic and 100 mM NaCl treated groups as caa@ to that of Sardes
variety. Difference on relative water content (RW#)Sardes variety was more
significant on ¥ day of stress treatment as compared 8 ddy. Decrease on
RWC of Beith Alpha variety was not prominent. Supg&rde dismutase activity
increased distinctly in Sardes variety off' iy of 100mM NaCl treatment and in
Beith Alpha variety on 7 day of combined salt and biotic stress treatm®6D
activity decreased in Beith Alpha onlday. POX activity increased off @ay in
all stress treated groups of Beith Alpha howeve$andes salt stresses groups has
the highest POX activity levels. During experiménperiod APX activity
decreased in Beith Alpha variety and increasedandl&s variety.

Key words: Biotic stress, abiotic stresSucumis sativus Lsalinitiy antioxidant
system.
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1.GiRIS

Bitkiler yasam donguleri boyunca, @al ortamlarinda surekli olarak
cssitli biyotik ve abiyotik streslere maruz kalir (NFujita, 2006). Bitki stres
kombinasyonlari ile ¢ zamanli ya da gecici olarak ayri zamanlarda
karsilassa da stresleresgamanli yanit verir (Knight and Knight, 2001).
Bitkiler stresi algilamak ve a cikabilmek icin fizyolojilerini dizenlemeye
yardimci mekanizmalar gelirmislerdir (Zhang et al., 2006). Cevresel
faktorler biyotik ve abiyotik streslere neden olatar. Kuraklk, yiuksek
sicakhk, dguk sicakhk, tuzluluk, U.V., donma,ga metal stresi gibi
abiyotik stresler bitkilerde 6nemli zararlar glurmaktadir. Biyotik faktorler
ise bitki enfeksiyonu, yabani bitkiler, bdceklerakiberiler, mantarlar,
mikroorganizmalar nedeni ile alabilir. Biyotik stres uygulamasi kolay

olmayip cok caitli fizyolojik sonuclar dgurabilir (Balachandran, 1997).

Abiyotik ve biyotik stres nedeni ile bitkide meydamgelen hasarlar
tarimsal kayiplara neden olmakta ve giderek artany@ ntfusu icin buyik
bir sorun olgturmaktadir. Urtinlerde veya Urinin gde kaybinda bir
azalma yada tum bitki veya bitki boélimlerinin 6l sonuclanir. Strese
karsi gelistirilecek toleransh drunler ile verim arttirilaioil Ginimuzde
degisen iklim kosullarinda biyotik ve abiyotik stres yolaklar aragaki
karsilikll konusma ve bitkilerin verilen bir stres ya da c¢oklu s&renasil
tepki verecgini ortaya koymak blyik 6nem kazamtm (Forcat et al.,
2008).

Virulan veya avirulan bir patojen saldirisi ileKaic dakika icerisinde
ortaya ilk ¢cikan yanit reaktif oksijen turleriniRQS) Uretimidir. Bu zayif ve
gecici ROS uretimi, biyolojik olarak spesifik olmay bir reaksiyondan
kaynaklanir. Birka¢c saat sonra, avirulan patojertbmafindan saldirilan
hiicrelerde oksidatif yanma olarak isimlendirilemd{ buyik ve uzun ROS
dretimi meydana gelir. ROS Uretiminin bu iksamalli hareketi, HR
(hypersensitive yanit) tarafindan karakterize egilayumsuz bitki-patojen
etkilesimleri icin tipiktir. HR slresince okan buyik ROS uretimi memeli

bagisiklik sistemindeki nétrofil aktivasyonunu hatirtat



ROS fitopatojen saldirisina kar dogrudan mikroorganizmayi
Oldurerek etki edebilir. FD, ve G'nin birlikte bulunwu veya hidrojen
peroksitin metallerle reaksiyonu, biyomolekilleretindeki yikici etkisi iyi
bilinen son derece reaktif hidroksil radikalinirughmunu uyarir. Hidrojen
peroksit ayrica lignin polimerizasyonu ve hicre @uwn yapisal bikgenleri
arasindaki molekdiller i¢ci ve molekuller arasiglaatilar katalizleyen
peroksidaz reaksiyonlarini kolaytaarak duvar kalinkmasina katkida
bulunur ve mikroorganizmalarin bitki dokularina geg engeller. Mekanik
engellerdeki ar§, aktive edilmek icin daha fazla zaman gerektiren
savunmalari dizenlemek icin bitki hiicrelerine zarkamandirmak patojen
geckini yavsslatir. HO, biyolojik zararlarda bulundiundan hicre ici

sinyal olarak da rol oynayabilir (Gara et al., 2003

1.1 . Tuzluluk

Dunya Uzerindeki karalarin 800 milyon hektardazzldar tuzdan
etkilenmgtir (FAO, 2008). Bugun dunyadaki ekili alanlarin @2si ve

sulanan alanlarin da neredeyse yarisi tuzluluktdleemistir.

Dogal nedenlerin yaninda sahil kenarinda tuzlgiglar, kayalardan
ve okyanuslardan gelen tuzlardan kontaminasyortjviagslyon denemeleri
rizosferde artan tuz konsantrasyonunu arttirir. NaCgok ¢ozinen tuzdur.
Tuzluluk terimi topraktaki tuz konsantrasyonunuddaeder. NaCl toprak
tuzlulugunun en blyuk parcasini eturur. Bu da butin bitkilerin neden
NaCl birikmesini onleyici ya da atiimasini dizembeymekanizmalar
gelistirdigini acgiklar. Yuksek tuzluluk hem hiperiyonik henpérosmotik

strese neden olarak bitkilerin 6limune yol acar.

Tam dinyada tarimi kisitlayan tuzluluk, bitkilerisuyu absorbe
etmesini engeller, biyime hizinda (Epstein etl@B0) iyon dengesinde ve
toksitesinde hizli dgsmelere neden olur (Amor et al.,2007). Tuzluluk,CO
asimilasyonunu kisitlar ve bircok metabolik gdgklige neden olur
(Hernandez et al., 2000), (Amor et al., 2007). Agroksidatif strese de

neden olarak zarar aftwrur. Tuz bitki kokiine tuz aki nedeniyle topran



su gecirgenfiini olumsuz etkiler. Bitki kdklerinin su iletkerg@ini azaltir.
Yuksek konsantrasyonlarda tuz bitkide iyon dendiegie ve hiperosmotik
strese neden olur. Bu birincil etkilerin sonucu#aidatif hasar gibi ikincil
etkiler olwabilir (Zhu., 2001). Bitkiler kuraklik tuzluluk, yi$ek sicakliklar,
hava kirliligi ve manyetik alanlar gibi cevresel stresleresktarkli savunma
stresleri gekitirmislerdir (Bor ve ark., 2003).

Ruffino ve arkadglarina goére (2010) toprak tuzl@una
sgilanabilecek adaptasyonlar iyon emiliminin, ozmobtrikiminin ve

ozmotik diizenlemenin metabolik olarak kontroliindti@masidir.

Tuz toleransi bitki fizyolojisini bir ¢cok yondengilendirir. Bitkilerin
tuza toleransi en uygun K/Na oraninglsanasina bglidir (Chen et al.,
2007). Tuzluluk keullar bitkilerin suyu absorbe etmesini engellaiytime
hizinda hizli dgislere neden olur. Tuzluluk nedeniyle bluyumedeki
azalmalar hem su eksiglnden kaynaklanan ozmotik stres hem de kritik
biyokimyasal glemlerde Na ve CI iyonlarinin iyonik etkisinden

kaynaklanir (Munns and Tester, 2008).

Yuksek tuzlulukta, iletim demetli bitkilerin bUyilrsie ve hayatta
kalmasi hem djilkk su potansiyeline hem de vyiksek sodyum
konsantrasyonuna adaptasyonlaringlida. Tuz stresi, giri sodyum ve
klorid iyonlarinin varlgi ile bircok hicresel sistemde hasara neden olur,
olumsuz etki yapar, iyonik dengesgai neden olur. Tuz stresi bitkide hiper
ozmotik soka neden olur. Su azaftnda kimyasal etki olarak, hicre

turgorunda azalmaya neden olur.

Bitkiler tuzluluga toleranslarina goére farkhlik gosterirler. Bitkil
yuksek tuzlu ortamda yayabilme kapasitesine gore glikofit ya da halofit
olarak aynlir (Flowers et al.,, 1997). Tuzlu todeaka yaayabilen
halofitler, tuz stresine tolerans godsteremeyen ofjlilere oranla daha
direnclidirler. Halofitler tuzlu keullarda yaamlarina devam edebilen ya da
buytyebilen bitkilerdir. Glikofitter 100-200 mmdl NaCl'ye kadar
dayanabilirken halofitter ise 300 mmol NaCl'den daha yiiksek



konsantrasyondaki tuzlulukta ggmlarini sdrdidrebilmektedirler (Zhu,
2007). Tuzlulga kas! diren¢ gosterebilen bitkilerde gévdede tuz bimki
glikofitlere gore daha azdir. Yiksek tuzlu topraika ygayan halofitler,
tuzu koklerinden yapraklarina iletmezler. Bazi filditkiler ise deniz
suyundaki tuzun 2 kati konsantrasyondaki tugzuyduguna dayanabilir.
Tahillar arasinda en duyarli Grtnlerden biri pirif@ryza sativa), en
toleransli Urinlerden biri ise arpadir. Tuzluluketansindaki farkliliklar,
bitkinin monokotil, dikotil olmasina gére de geiklik gosterir. Bircok
dikotil halofit yuksek tuz konsantrasyonlarinda @Z00 mM NaCl)

optimum gelgme gosterir.

Tuzlu topraklardaki toprak bigenleri; NaCl, MgSQ®@ N&SQ,,
CaSQ, MgCl, KCI ve NaCQ gibi ¢6zinmeyen tuzlardan glur. Fakat
dogada en yaygin bulunan tuz NaCl'dir. Bu nedenle glie kadar
yapilan caljmalarin ¢gu NaCl ile ilgilidir. Sodyumun yiksek
konsantrasyonlari, bircok bitki tlrd icin toksiktie en 6nemli abiyotik
streslerden biridir. Tuzluluk, iyonik strese (gdiki® Na“, CI, ve SQ?

yuzinden) osmotik strese, besinsel denggsizieden olur (Zhu, 2002).

Sodyumun yuksek konsantrasyonlari birgok bitki tigin toksiktir,
dinya capinda toprak tuzl@u bitki tretkenlgi icin dnemli bir abiyotik

strestir. Birgok ekin turl tuzluluktan olumsuz y@netkilenir.

Tuz stresinin zararli etkileriyle ka c¢ikmak icin bitkiler cgtli
biyokimyasal ve molekuler mekanizmalar gefimislerdir.

(1) Tuz iyonlarinin segici artmasi veya atiimasi

(i) Kdkler tarafindan iyon aliminin kontroll ve yapraid tainimi
(i)  Iyon bolmelendirilmesi

(iv)  Membran yapisinda g@ssiklik

v) Gerekli osmolitlerin sentezlenmesi

(vi)  Fotosentetik yolakta gesiklik

(vii)  Antioksidan enzimlerin uyarilmasi

(viii)  Fitohormonlarin uyariimasi (Parida and Das, 2005).



Yabani tirler d@gada c¢ok yiksek tuz konsantrasyonlarinda
yasayabilirken, kultar bitkileri ¢cok dgilk tuz konsantrasyonlarina ancak
dayanabilirler. Yiksek tuz konsantrasyonlari békile dlimlere ya da Grin

kaybina neden olmaktadir.
1.2 Tuz Stresinin Etkileri

1.2.1 Ozmotik velyonik Stres

Bitki kokleri cevrelerindeki sri tuzdan etkilenirler. Tuzluluk bitki
blylumesi ve gejmesini olumsuz yonde etkiler. Tuzluluk bitkilerituys
absorbe etmesini engeller, biyime hizinda hizdigdére neden olur ve
bircok metabolik dgsiklik yapar. Toprak tuzlulgu bitkiye hem iyonik hem
de ozmotik stres yaratir (Zhu, 2001). Su potansiyel iyon da&ilimi
homeostasisini bozar. Bu glgimler hem hicresel hem de tum bitki
seviyelerinde gozlenir.iyon ve su homeostasisindeki gggklikler
molekiler hasara, bilyimede durmaya ve hatta hitkilmesine sebep olur.
Tuzluluk stresi, bitkinin iyon homeostasisini boze sitoplazmadasai
miktarda toksik N& birikimine ve K gibi etkili iyonlarin eksik kalmasina
sebep olur. Ggtli iyon tastyicilar bitki hiicrelerinin icine Nagirisini ve
cikisini kisitlayici gorev alirlar. Boylece vakuolde Nan bolmelenmesini

onleyerek bitki hiicrelerine secici olarak Ngerine K™ alinmasini sgar.

Na" ve Cl homeostasisi bitkilerde NaCl stresini azaltan omepirl
mekanizmadir. 4irt miktardaki tuz, buyime ve verimde azalmalardeme
olur (Tavakkoli, 2010). N3 Cl'ye gére daha toksik etki gdsterir. Fakat
soya fasiilyesi, mandalin gibi bitkilerde Ctlaha toksiktir(Lauchli, 2002;
Storey and Walker, 1999). Tuz stresindeki bitkilgonik homeostasiyi
sglamak dginda ozmotik homeostasiyi de kurmak zorundadirkilit
sitosollerinde cgtli uygun ozmolitleri biriktirirerek tuzlu topraklrdan su

emilimini sglarlar ve ozmotik potansiyeli durtrler.

Hucreye girmek isteyen Navakuole alinir ya da hiicrescha atilir.
Na”nin vakuole tainmasi, sitozolde Na toksitesinin olgmasini



engellemenin ekonomik bir yoludur. Cunkii ‘Naakuolde, ozmotik
dizenlenmeyi sgamaya yardimci olmak icin kullanilabilir. Naakisinin
kontrolii ve vakuoler bolmelendirmeye ek olarak”Na disari atilmasi da

sitoplazmada diilk Na~ konsantrasyonunu gamada énemlidir.

Ozmotik stres bitki kokleri vasitasi ile tuzlglu maruz kaldiktan
dakikalar sonra b#ar. Hemen akabinde de blyimede azalmadarta
olur. Bitkinin suyu emme miktari azalir , bunu tiglen bitkinin yaprak alani
azalir, yeni yaprak gaiim ve olusum hizi diger. Iyonik stres, ozmotik strese
gore oldukga uzun sure etkisini devam ettirir. Bkrgpitkide tuz toleransi
icin esik deger 40mM NaCl'dir. Govde buylumesi, kok biuylmesineego
daha duyarlidir. Tuz stresi bitkinin gévde ve kdunluzgunda azalmalara
neden olur. Yawa buydme, bitkinin stres altinda gosteidi bir
adaptasyondur. xada tuz yada kuraklik stresinin derecesi buylimeileiz
ters orantili gerceki@. Stres altinda blyume hizindaki bir azalmanin bi
nedeni de stomalarin kapanmasinglibalarak, sinirli karbon dioksit
aliminin sonucunda fotosentezin azalmasidir. Aystoas, hiicre bolinmesi

ve genglemesini dgrudan inhibe edebilir.

Tuz toleransini ggamak icin birbiriyle alakali U¢ bitki aktivitesi
onemlidir.1lk olarak hasar 6nlenmelidir, ikincil olarak homeaiik kosullar
sgglanmalidir ve son olarak da biyume tekragddamalidir (Zhu, 2001).

Bitkilerin tuz stresine yanitt zamanla 2 ayri fazeheydana gelir.
Bitkinin tuz stresine yaniti icin yapilan analizler siirgiin buyimelerinde
azalma ekilde gozlenir.

1) Hizli yanit ; d$ ozmotik basinci arttirmak,
2) Yavas yanit; yapraklardaki Nabirikimini 6nlemek igindir.

IIk olarak ozmotik faz kok cevresindeki tuz konsasgonunun gk
desere ulamasi ile bglar ve siurgin buyamesi belirgigekilde azalir.
Blyuyen yapraklarin gegilemesi azalir, yeni yapraklarin ortaya ¢ikmasi
yavaglar. Tahillarda tuzlulgun en 6nemli etkisi gozlenen filiz sayisinin
azalmasidir. Dikotillerde ise tek yapraklarin yadia sayisinin belirgin



olarak azalmadir. Yaprak alanindaki azalma kok bisagi ile alakaldir ve
bitkinin su kullanimini azaltir (Munns and Test@008).

1.2.2 Bitkilerde Tuz Stresinin Algilanmasi

Bitkilerin streslere kay verdikleri yanitlar, ekstrem cevreselskdara
karsi kompleks bir sinyalizasyorgaile bitki adaptasyonlarininin gionasini
sgilar. Ozmotik stresin algilanmassleminin aktif kanallar, mekanik
algilayicilar, iyon kanallari, redoksla dizenlesgtemler ve transmembran

protein kinazlar tarafindan gercegtigi bilinmektedir (Kacperska, 2004).

Bitkilerde iyon homeostasisinin ve tuz toleransidiizenlenmesi igin
sinyalizasyon @, bazi SOS (Salt Overly Sensitive) genlerine daipai
sinyal yolunu takiben ortaya cikghr. SOS yol& 3 anahtar bilgk icerir.
SOS1 isimli plazma membranina lokalize"Nd" tastyicisi (antiportiri) 10-
12 transmembran domain icerir. 700 aminoasittetafaminoasite sahip
olmasi N& algilamasi ve sitoplazma gina atmasini kolayfirmaktadir
(Shi et al.,, 2000). SOSZ'in biyokimyasal ve fizyito fonksiyonu;
sitoplazmadan Nau tasimak ve onu hiicre gina almak ya da kok cevresine
gotirmektir. K alinmasinda SOS1’in rolii dolayl olabilir ve'HK™ ko-
transportirlari ve Hbirlikteligi ile gerceklgebilir. Bitkiler yiiksek tuzlulga
maruz birakildiinda SOS1 ekspresyonu artm (Shi et al., 2002). SOS1
transkript seviyesinin artmasinda SOS2 ve SOS3egeim de etkisi vardir.

SOS2 geni (46 aminoasit) amino terminal katalitik alani ve
karboksi terminal dizenleyici alan ile serin/teariprotein kinaziifreler,
Na'/H" desistirme kapasitesini etkileyen vakuoler N tasiyicilarla
etkilesir (Qui et al., 2002). SOS2 icerisinde duzenleyeikatalitik alanlar
arasinda etkilgm vardir. Bu hucre ici etkigm SOS2'yi inaktif durumda
tutmak icindir. SOS2'nin kinaz aktivitesi onun taaleransini belirleyici
ozelligi icin gereklidir (Zhu, 2001). SOS3 ise Baensorudir(Liu and Zhu,
1998). Sitosolik C¥ seviyesi SOS3 tarafindan algilanir. Tuz stresinde
ortaya cikan sitosolik kalsiyum ggikliklerini algilar. SOS3, SOS2 ile
etkilesir. SOS3/SOS2 protein kinaz kompleksinin hinesi SOS1'i aktive
eder (Turkan, 2009).



1.3 Biyotik stres

Bitkiler kendi dgal cevrelerinde ggtli abiyotik streslerin yani sira
biyotik strese de maruz kalabilirler. Biotropik oimih Pseudoperonospora .
cubensis Ozellikle salatalikta yalanci mildiyd hasgaha neden olarak
salatalik, kavun, balkaba ve karpuzda blylk kayiplara neden olur.
Dunyada Uzerinde 1hmli iklime sahip olan boélgekeroiiyuk zararlara yol

acan bu hastalik sik gozlenir.

P. cubensis, Pseudoperonospora sinifinaRgt cubensis, Ps. humuli,
Ps. cannabina, Ps. cdtidis ve Ps. Urticae seklinde be siniftan olgur.
Kiba'da 1868 yilinda Berkeley ve Curtis tarafindeesfedilmistir. P.
cubensis 1903 vyilinda sporangia c¢imlenmesinde gapigozlemler
sonucunda yeniden siniflandirigir. Pseudoperonospora turleri zoospore
dretmek icin sitoplazmik hicre bélinmesi ile cimdargercek sporongialara

sahiptir.

P. cubensis Cucurbitacea’da yalanci mildiyd hasgaha neden olur.
Yaklasik 118 genus ve 825 turden gdun Cucurbitacea familyasinin, 40
turinde rastlanan bir hastaliktir. Ayrica 30 tlyalan Cucumis L. cinsinde
yaklasik 10 tirde bu hastalik gozlenir. P. cubensis’ &itlf patolojik
tipleri; salatalik C. sativus), miskkavunu Cucumis melo var. reticulatus),
kavun Cucumis melo vars. Conomon ve acidulus), karpuz Citrullus
lanatus), balkabgi (Cucurbita maxima ya damoschata), kabak Cucurbita
pepo subsp. pepo), asmakab@ (Cucurbita mommardica), sukabgi
(Lagenaria vulgaris) ve lif kaba (Luffa cylindrica veya acutangula)
turlerinde hastalik yapar (Cohen et al., 2003).

P. cubensis cografik olarak ¢cok geni bir yayillim gosterir. Hastalik
dinyanin bircok yerinde yikici hasarlar gluur. ABD, Cin, Avrupa ve
Israil’de ciddi boyutlarda mahsul kayiplarina nedsgor (Thomas,1996).
Hastalgin olumasi icin gerekli olan nemli havada P. cubensis’ in
oomisitleri dgilir ve nemli yapraklarda enfeksiyon guu.

Yalanci mildiyd, kabakgillerde yaptan adaksiyel ylzeyinde klorotik

lezyonlar; nekrotik bélgeler ojmasina neden olur. Bu lezyonlar yaprak



damarlari ile sinirlandirilir ve salatalikta ofgdu gibi bitkinin k&eli bir
gorinie sahip olmasina neden olabilir.

Sporlan rizgarla ve yaur damlalarnyla dalir. Ayrica bitkilerin
enfekte olmasinda sicaklik, nispi nem ve glrayasyonu da etkili olur.
Enfeksiyon igin gerekli optimum kallar 15°C ve en az 2 saat slresince
yapragin nemli olmasidir. Fer yalanci mildiyolerde oldiu gibi P.
cubensis sporongialari da c¢ok uzak mesafelerearl@gginabilir (Aylor
and Taylor, 1982). Karanlikta glan zoosporongialar icin nispi nem %90
‘dan fazla olmaldir.

Ik semptomlar kiglktir. Yapgen Ust yizeyinde acik sari alanlar,
kicuk klorotik alanlar olgur. Bu lezyonlarin gegliemesi klorotik olabilir
ya da cevresel kallara bali olarak nekrotik ve kahverengi alanlar
olusabilir. Olumlu kaullar altinda sporongiosporlar yagra st yizeyinde
olur. Geng yaprak alanlarinda meydana gelen nekrofikie, birka¢ gin
icinde yapr&in yuzeyini kaplayarak oltimine neden olur (Lindentt al.,
2005).

Biotropik patojenler ile enfeksiyon bitki dokulada, solunum,
fotosentez ve transpirasyonda go6zlenen farkllddardahil metabolik
islemlerde dgisikliklere neden olur. Bu dgsiklikler birbiriyle baglantilidir.

Bazilari birebir geliir, digerleri hastalik derecesine goraiféik gosterir.

1.3.1.HYOTIK STRESIN ETKILERI

Yasam donguleri boyunca, bitkiler dicevreden gelen gidi
tehditlerle kagilasmaktadirlar. Bitkiler sesil olmalari nedeniyle kdadni
biyotik ya da abiyotik strese karkorumak icin cok ¢gtli “savunma” ya da
“stres yanitlar” gelitirmislerdir. Patojenik mantar, bakteri ve virlsler
bitkinin baga ¢cikmasi gereken ciddi tehlikeler arasindadikiBitin patojen
saldirisina kar savunma yaniti reaktif oksijen tarleri (ROS) iretve
“oksidatif yanma” dir. Oksidatif yanma sonucu o&sijkullanilarak ROS
dretimi olur. ROS’larin olgumu sirasinda meydana gelen oksidatif yanma
cesitli abiyotik ve biyotik stresin etkisiyle bitkidggozlemlenen, hicresel
dizeydeki ilk yanitlardir ve senesensingdio seyridir. Hiucre dgindaki

pH’da, iyon aksinda, protein fosforilasyon dizeninde ve bitki f@iduvari
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proteinlerinin oksidatif bglanmasinda dgsikliklere neden olur ( Bollwell
and Wojtaszek, 1997).

Bitkiler patojenlerin saldirilarini 6nlemek ya daalimak icin ceitli
savunma mekanizmalari ggirmislerdir. Bu savunma ikincil metabolitlerin
yeniden sentezlenmesine ya da ani g@kilde birikiminin bglamasina
neden olur. NADPH oksidaz alumu en etkili durumdur. NADPH

oksidazlar ve hicre duvari peroksidazlart ROSwhunu duzenlerler.

1.4.Reaktif Oksijen Turlerinin Olu sumu

Reaktif oksijen turleri (ROS), en az bir cifflenmems elektrona
sahip atom ya da atom gruplarindansalu ve bu nedenle kararsiz olan
serbest radikallerdir. Bu elektronlar yuksek enesgviyesine sahip
olduklarindan reaktif oksijen turlerini afturmak tzere molekuler oksijene
donistaralurler (Takashi and Asada, 1988; Mittler, 200ROS plazma
membranina k&t NADPH oksidazlar, hiicre duvarina ghaperoksidazlar
ve apoplasttaki amin-oksidazlarin enzimatik ak#isihin artmasi ile Uretilir
(Grant and Loake, 2000; Hammond-Kosack and Jor€x))2

Bitki hiicreleri reaktif oksijen turlerini (ROS) adyik metabolizmanin
yan Urdnu olarak duzenli olarak tretir. Fotosenwdunum gibi normal
metabolik glemler sirasinda da ROS Uretilir. Hidrojen pergksitperoksit
hidroksil radikali, peroksit radikali, singlet ol ROS, tirlerindendir.
Bitkilerde ROS, kloroplastlarda, mitokondride verglesizomlarda devamli
olarak Uretilir. ROS uretimi ve supurilmesi arasikidienge ¢gtli olumsuz
abiyotik ve biyotik stres kallar sirasinda bozulabilir (Apel and Hirt,
2004).

Bitki hiicrelerinde ROS okwmu bir¢ok yolla olur. ROS iki durumda
uretilir. Birincisi hasar veren toksik bir molekolarak, ikincisi ise farkli
streslere yanitta olgu gibi metabolizmanin normal c¢sthgi durumlar
sirasinda ROS’un denge durumundaki seviyesini kbreden faydali bir
sinyal iletim molekilu olarak c¢air.

Normal metabolizma ve kismende stres sirasinda ROS
detoksifikasyonu igin gerekli askorbik asit (AsAg glutatyon (GSH) gibi



11

antioksidanlar ve superoksit dismutaz (SOD), katal@AT), glutatyon
peroksidaz (GR) gibi ROS supurtict enzimler gereklighsada and
Takahashi, 1988; Apel and Hirt, 2004; Mittler et2002; Dietz et al,2006).

Bitki patojen savunmasinda ROS 6nemli bir rol oynBu yanit
sirasinda ROS, plazma membraningglibdNADPH oksidazlar, hicre
duvarina bgli peroksidazlar ve apoplasttaki amin- oksidazlanzimatik
aktivitesinin artmasi ile Uretilir (Hammond-Kosaek al., 2000; Schmidt-
Ullrich et al., 2000).

Bitkiler fizyolojik olarak denge durumlarinda ikebu molekiller
devamh olarak farkli antioksidatif savunma kikberi tarafindan
supdraularler. ROS canli organizmalardaki fizikseke Vbiyokimyasal
faktorlerin sonucunda ojur (Bartosz, 1997). Bitki bitki patojen
savunmasina, programlamgmihiicre olimine ve stomal davrgdara
yanitlarin dizenlenmesinde sinyal iletim molekulérak ROS Uretir. ROS
turlerinin  bazilan  dgalann  gergince  ¢ok  toksikti. ROS
konsantrasyonlarindaki hizli artioksidatif yanma olarak adlandirilir.
Bitkiler sesil organizmalar olmalarina graen patojenik enfeksiyonlarla
basa cikabilecek g¢gtli savunma yanitlari gediirmislerdir..

Superoksit radikali (@), molekiler oksijenin indirgenmesinin ilk
basamainda olgan (yaklalk 2-4 us ) kisa omdarla bir radikaldir.
Siiperoksit, SOD enzimi ile 40, ve H,O’ya parcalanirOzellikle disik
pH'da bir siperoksit anyonu eklergnelektronunu bir bgka stperoksit
anyonuna verir ve $D, olusturabilir. Dasrudan protein ve lipitlerle
reaksiyona giremez ancak protonlagformu olan peroksihidroksil radikali
(HO,) lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir (Asadd @akahashi,
1987). Superoksit radikali, hidrojen peroksit vedrbksil radikallerinin
dretimine neden olarak toksik etki yapar (Hideg971® Superoksit serbest
radikal olan NO ile reaksiyona girerek oldukca td&a&lan peroksinitrit
(OONQ )'i olusturur.

Hidrojen peroksit (HO,), (lus) daha kisa omurlu ve kararl bir
radikaldir. Kloroplastlarda okiurulma miktari yaklgtk 80-160uM/s iken,
fotosentez yapan yapraklarda bu miktar /s ‘dan fazladir (Foyer and
Noctor, 2003). HO, biyolojik molekullerle 6rngin protein ile reaksiyona

girer. Tuz stresi altindaki bitkilerde .8, plazma membraninda'HATPaz
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aktivitesini  arttinir. H-ATPaz hiicre ici K/Na® homeostasisinin
surdurdlmesinde  temel gédir. Ayrica antioksidan  enzimlerin
aktivasyonundan da sorumludur. ,®3 stres sinyali olarak KNa
homeostasisinin strdurilmesinin yaninda antioksidamunmasinda tuz
stresi altindaki bitkilerde 6nemli bir dizenleyicidProgramlanny hiicre
Olumunt dizenleyen anahtar bir faktordir (Bhattgeha2005). NaCl stres
uygulamasinin #angicinda tuza direncli tirlerde hizh hbiekilde HO,
uretimi  olur. NaCl nedeniyle iretilen .8, hiicre ici K/Na'
homeostasisini, plazma membrani’-HATPaz aktivitesini ve protein
fazlaliginin dizenlenmesine yardimci olur (Sun et al., 2009

Hidroksil radikali (OH) ise (1ms)'den daha kisa 6murludir. §gu
bdlgeden farkli bolgelere difiizyon yapamaz. Bu méslgenelde oktugu
bblgede aktiftir. Dger radikallere gore toksik etkisi daha fazladir. Bu
enzimin supurtlmesinde herhangi bir antioksidanimnzol oynamaz.
Kloroplastlarda dgrudan uretilmez. Stiperoksit radikali ve hidrojemgbsit
Haber-Weiss reaksiyonlari ile veya Fenton reakdgmonaracilgiyla

hidroksil radikalini olgtururlar.

-0, ve H,0O.'nin toksik etkileri Fenton veya Haber-Weiss reghksiu
suresince metal iyonlari ile etkjiene gectiklerinde gercelde.
Normal kaullar altinda Haber-Weiss reaksiyonu ¢ok yaitarler ve

az miktarda OH radikali okturur.

H,0, .+ O, = OH+ OH + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Fenton reaksiyonlarinda da hidroksil radikali az ktarda
olusmaktadir. Biyolojik sistemlerde bu reaksiyon, £ee Cu iyonlar gibi

geck metallerinin varlginda gerceklgr.

H,0, + FE*(Cu") = Fe"(CU*") + OH + OH
0%+ Fe(CU) = F&*(Cu") + O (Fenton reaksiyonu)
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1.4.1. Kloroplastlarda ROS Olyumu

Kloroplastlar, ROS'un en c¢ok aftugu organellerden birisidir.
Kloroplast tillakoidlerinde fotosistem | ( PS | eJotosistem Il (PS II)
reaksiyon merkezi, ROS uretiminin yapgdtemel yerlerdir ( Miller, 2010).
Superoksit, tillakoid zarinin her 2 yaninda olubiyotik stres keullari,
CO.'nin baglandigl ve NADPH'In yikseltgengd Calvin dongustni bozar.
Karbon bg&lanmasi sirasinda indirgeyici (NADPH) redoks duruaohki
dengesizlik, elektronlarin alternatif alicilara gexsine neden olur. NADP
miktarindaki eksiklik elektronlari superoksit giurmak tizere @tarafindan
yakalanmalari ile sonuclanir. Bitki hiicresindekicbk ROS, kloroplasttaki
Mehler reaksiyonlari sirasinda elektron transfencizinde molekuler
oksijene tek bir elektron transferiyle gan superoksitin parcalanmasi ile
olusur. Ayrica superoksit radikalinin nétr pH'da hideoj peroksite
parcalanmasi sonucu kloroplasttgziden pH, burada ©olusmasina kanit

olarak gosterilir.

Fotosistem I'de yer alan FeS merkezlerinin redokstamsiyeli

oksijenden tek deerli 02. “radikali Uretecek kadar gliktar.

O, +PS | (rediikte)> O, + PS | (okside)

Superoksit, stromada bulunan superoksit dismuta®D{S ile

katalizlenerek Izozve Oz'ye parcalanmasi ganir (Asada et al., 1973).
1 02'-+ 2 H+—> H202+ Oz(MehIer reaksiyonu).

1.4.2. Mitokondride ROS Olusumu

Mitokondride kloroplast ve peroksizomlara oranldh@aaz miktarda
ROS olgumu gozlenir. Clnkl alternatif oksidazlar (AOX),ikibon ile

O2'nin tetravalent rediksiyonunu katalizler. AOX, ldi®nlar icin sitokrom
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bcl kompleksi ile yagir. Bu da mitokondride ROS Uretimini azaltir.
Mitokondride ETS yer alan kompleks | ve kompleks ROS Uretiminin
yapildg! temel bolgelerdir (Moller et al.,2001; Rhoadsakt 2006; Moller
2007).

Mitokondride ROS dretimi, Ozellikle kuraklk tuzlf gibi stres keullari
altinda artar.

1.4.3.Peroksizomlarda ROS Olgumu

Peroksizomlarin ~ bitki  hicrelerindeki en  6nemli  gbre
fotorespirasyondur. Metabolikslemler sonucunda yuksek oranlardaChxl
ve O uretilir. Uretilme ve suipuriilme arasindaki hasdasgeye gore bu
islem dizenlenir. Azalan su kapasitesi ve stoma kapan mezofil
hiicrelerinde CQ@/ O, oranini digtrir ve kloroplastta glikolat Gretimini ve
fotorespirasyonu arttirir (Miller, 2010). GQan glikolat peroksizomlara
tasinarak glikolat oksidaz (GOX) tarafindan glioksiliasit olgur.
Fotorespirasyon sirasinda glioksilatin, glioksibkide okside olmasi ile
H.O; Uretilir. Peroksizomlarda ger HO- Uretim kaynaklari; y&asidininf-
oksidasyonu, flavin oksidaz yolu ve slperoksit katerinin
dismutasyonudur. Kuraklik tuzluluk gibi ¢cevreseakester redoks durumunu
etkiler, antioksidan mekanizmalari engeller ve gsmmomlarda ROS
aretimini arttirir (Rio et al., 1999, Mittova et a2003)

1.4.4.Apoplastta ROS Olgumu

Son yillarda yapilan c¢amalar apoplastta da hidrojen peroksit
dretiminin  gerceklgigini gostermgtir. Apoplastik bglukta olisan HO;
lignifikasyon olaylarinda temel rol oynar. Kurakhk tuzluluk gibi cevresel
streslere tepki olarak J@,'nin dretildigi 6Gnemli bir bélgedir. Apoplasttaki
H.O; artisi, bitkilerin tuz ve kuraklik stresine verdikleriigma yanitlarinda
onemlidir. Plazma membranina ghaNAD(P)H oksidazlar da superoksit
radikali ve hidrojen peroksit Ureten enzimlerdira¢gh 2006). Ayrica

oksidatif yanma olarak adlandirilan apoplastik R®Bikimi, patojen



15

saldirisina kar cevap olgturur, hicre gefimi ve oOlumunu duzenler
(Gapper, 2006).

Sekil 1.1. Bitki hiicresinde kloroplast ve mitokondri de RO8samu ve

supurulmesi (Miller et al.’den, 2010)
1.5.ROS’larin Antioksidan Enzim Sistemi ile Yok EdIimesi

Bitkiler ROS’lar1 enzimatik ve enzimatik olmayanteaksidanlar ile
supdrdrler. Enzimatik antioksidanlar askorbat psrdéz (APX), superoksit
dismutaz (SOD), glutatyon rediktaz (GR), katalaAT); peroksidaz
(POX)’dir. Enzimatik olmayan antioksidanlarda giytan (GSH), askorbik

asit (AsA), alfa tokoferoller, karetenoidler veviaoidlerdir.
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Sekil 1.2. Bitki hiicresinde biyotik ve abiyotik stres ile RGN

olusumu ve supurtlmesi (Miller et al.’"den, 2010)

1.5.1.Superoksit dismutaz (SOD) enzimi

Bitkilerde metabolik sureclerde alan Q" radikalinin  toksik
etkilerine kag! ilk savunma hattini siperoksit dismutaz (SOD; ECL5.
1.1) olwturur. ROS'un ilk kayng olan superoksit radikalleri hizla
superoksit dismutaz enzimi tarafindan oksijen velrd)en peroksite
dondstaralr. pH 2 dolaylarindadir. Spontane geti dismutasyona gore
10000 kat daha hizhdir. Batlin aerobik organiznt#dsulunur. SOD, aktif
bolgesinde tadigi kofaktbre gore isimlendilir. MnSOD, FeSOD ve
CuzZnSOD olmak uzere 3 sinifa ayrilir. SOD izozimlérkli hicre
bdlmelerinde yer alir. FeSOD prokaryotlarda, aldgeve ylksek bitkilerin
kloroplastlarinda (stroma), MNnSOD mitokondri ve gdesizomlarda (Babito
et al., 2002), CuzZnSOD ise sitoplazma ve tillaktsfide ve hicreler arasi
boslukta bulunur (Bowler et al., 1992; Tanaka et 4885, 1999). MnSOD
aktivitesi NaCl uygulamasi ile artar. MnSOD, RO@8iasupurilmesinin

baslangic @amasinda @yi H,0,'ye donitirdr.

1.5.2.Askorbat peroksidaz (APX) enzimi

Hidrojen peroksitle askorbatin oksidasyonunu kalejien askorbat
peroksidazlar (APX; EC 1.11.1.11), askorbat gluatyddngusunin

enzimidir. Kloroplast, sitozol, mitokondri, perokem ve apoplastta,
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askorbik asidi (AsA) dehidroaskorbata dtiierek HO, birikimini
durdurur (Jimanez et al.,1997; Yoshimura et alg®®Diaz-Vivancos et al.,
2006).

Askorbat-Glutatyon Donglsii:

APX
(1) H,O,; + Askorbat — H.0O + Monodehidroaskorbat (MDA

MDAR
(2) MDA + NAD(P)H ——>= Askorbat+ NAD(P)"

(3) Dehidroaskorbat + GSH M Askorbat + GSSG

GR
(4) GSSG + NAD(P)H — GSH + NAD(P)*

Askorbatin  HO,” ye askorbat tarafindan detoksifiye olmasi,
askorbatin MDA'’ya okside olmasi ile gercelite MDA, indirgeyici olarak
NAD(P)H kullanarak, MDA rediiktaz (MDAR) vasitasiyaniden askorbat
olusturur. MDA spontane birsekilde dehidroaskorbata dismute olabilir.
Askorbatin yeniden uretimi GSH'In GSSG’ye dehidimabat rediktaz
varhiginda oksidasyonu ile duizenlenir. Sonunda glutaty@aiktaz,
NAD(P)H'1 indirgeyici ajan olarak kullanarak, GSSten GSH uretir (Apel
and Hirt, 2004).

1.5.3.Katalaz (CAT) enzimi

Katalaz enzimleri (EC 1.11.1.6) nikleer genler fiadan kodlanan
coklu izozimler olan tetramerik homoproteinlerdBenellikle peroksizom
ve glioksizomlarda yer alirlar.,, sadece spesifikozim Cat3 misir
mitokondrisinde yer alir (Scandolios et al., 1997Katalaz  HO, icin

spesifiktir. Oksidatif stres toleransi i¢in gerelii

H,0, CAT, H,0+ 12 O,

1.5.4.Peroksidaz (POX) enzimi

Peroksidazlar (POX; EC 1.11.1.7), hayvan bitki ve
mikroorganizmalarda bulunan hidrojen peroksit it indirgeyicilerin
arasinda indirgenme ve yikseltgenme reaksiyonld@talizleyen enzim

sinifidir.
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H,O, + AH2 —» 2H,0 + A
Peroksidazlarin 3 sinifi bulunmaktadir. Askorbabgsidaz ve sinif 3
bitki peroksidazlari (guasiol tip peroksidazlar; XgPantioksidan sistemle

ilgili olan 6nemli bitki peroksidazlaridir.

1.5.5.Glutatyon peroksidaz

Indirgeyici ajan olarak glutatyonu kullanan perokgidrdir (GPX;
EC 1.11.1.7). KOYi, organik hidroperoksitleri ve lipid peroksitleri
indirgenmesini katalize eder ve bitkileri oksidahibsara kar korurlar.

Sitosolde, vakuolde ve hicre duvarinda yer alirlar.

(1) H,0, + GSH GPX H,0 +GSSG
(2) GSSG + NAD(P)H GR, GSH + NAD(P)*
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2. MATERYAL VE METHOD

2.1 Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

Bitki materyali olarak Beith Alpha ve Sardes sdl&tagssitleri
kullanildi. Bir haftalik fideler saf su ile yikangnperlitler ile doldurulmg
saksilara ekildi. Salatalik fideleri literatirddagalik icin 6zellikle dnerilen
Enshi besin solisyonu kullanilarak blyutuldd. Serkdntrolli kgullarda
(16 saatgik/ 8 saat karanhk, 25/2%C sicaklik, nem orani % 70, 3p@nol
m-? s 1s1k yogunlugunda), yettirilen bitkiler stres uygulandiktan 21 giin

sonra hasat edildi.

2.2 Bitki materyaline biyotik ve abiyotik stres uygulamasi

Deneme deseni, 6 gruptan gluruldu. Bu gruplar; kontrol grubu, 50
mM NaCl uygulanan grup, 100 mM NaCl uygulanan grbgyotik stres
uygulanan grup, biyotik stres ile birlikte 50 mM Glauygulanan grup,
biyotik stres ile birlikte 200 mM NaCl uygulananugr Salatalik fidelerinde
biyotik stres olgturmak icin Pseudoperonospora. cubensis patojeni
kullanildi. Patojen iceren solisyon yapraklara pigkerek uygulandi.

Patojenin etkili olmasi i¢in ortam nemlendirildi.

2.3 Buyume Parametreleri

Beith Alpha ve Sardes’in 21 gunlik fideleri biyotik abiyotik stres
uygulamasinin 0, 7 ve 14. gunlerinde hasat edBdiyime parametreleri
icin her gruptan 3 adet bitki alinarak, bitkilegévdelerinin ve kdklerinin
uzunluklari élguldi ve yaagirliklar (YA) alindi. Etivde 76 C 'de 72 saat

bekletilen drnekler tartildiktan sonra kur@irdiklar belirlendi.

2.4 Fotosentetik Verim (Fv/ Fm; Klorofil Flioresang

Olgumui

Klorofil flioresans d&lcimleri, her bir gruptan 3 raybitkinin
yapraklarinda yapilngtir. Flioresans oOlcumlerinden 0Once, yaprak ust
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yiizeyindeki 1 crf’lik alan 30 dakika boyunca yaprak klipsleri vasiida
karanlga alstirildi. Bir bitki verim analizi Plant efficient ahyser
cihazi(LICOR, Lincoln, NE) kullanilarak yapraklardoygun gik demetine
maruz birakilmasiyla, geken olmayan bazal klorofil flloresansid),
maksimum flioresans uyariimaging), dezsisken flioresansHv) ve Fv/Fm
oranlari (LICOR, Lincoln, NE) belirlendi. Iki farklsalatalik c¢gdinin
streslere gostergii yanitlarin  kagilastirlimasinda 6zellikle PS-1I'nin

fotokimyasal verimi (maksimum kuantum verimi, Fv/fdikkate alindi.

2.5 Yapraklarda Bagil Su Miktari (RWC)

Stres uygulamasinin 0., 7. ve 14. glunlerinde heptgki bitkilerin
yaklasik olarak eit boyuttaki yapraklarindan 3’er 6rnek alinaraksya
agirhklar (YA) olculdi. Daha sonra yapraklar 5 sdmtyunca dgiik 1sik
altinda dIBO bulunan kaplarda bekletilerek turgorlu hale gdeme
sgilandl. 5 saatin sonunda turgorlu yapraklar sudanaedk tartildi ve
turgorlu airliklari (TA) belirlendi. Tartilan yaprak drnekie48 saat 70C
de ettvde kurutulduktan sonra, kurgiriklar (KA) belirlendi. Her gruba
ait yaprak orneklerinin RWC derleri Smart and Bingham (1974) "in

asagida verilen formuliine gore hesaplandi.

RWC (%) = [ (Y& agirhk- Kuru agirhk) / (Turgorlu &irlik- Kuru agirlik)]
x 100

2.6 Yaprak Ozmotik Potansiyeli

Yapraktaki ozmotik potansiyel Wescor 5500 marka at#n
potansiyel sistem cihazi ile ol¢uldi. Her gruptaraydi bitki 6rnginin
osmotik potansiyel dlcimi gerceldieildi. Olciimler mmol kg olarak
yapildi ve Santa-Cruz et al. (2002)'a gore 2.408%i#tsayis! ile carpilarak
Mpa'ya cevrildi.
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2.7 Yapraklarda Prolin Miktari

Serbest prolin miktari Bates et al. (1973)'a goetirkendi. Her bir
gruptan alinan 0,5 grlik ornekler %3’'luk (w/v) $adalisilik asit ile
homojenize edildi. Homojenat Watman No:2 filtregidandan stzdaralda.
Asit ninhidrin ve glasiyel asetik asit eklendiktsaonra elde edilen kam
100°C’de 1 saat su banyosunda bekletildi. Su banyosugdarilan tipler
buz banyosuna alinarak, reaksiyon durduruldu. Busikaa 4 ml toluen
eklenerek sivi fazdan aspire edilen toluen fraksiymn 520 nm’deki
absorbansi  spektrofotometrede kuvartz klvetlerdeundl. Prolin
konsantrasyonu, kalibrasyogresi yardimi ile hesaplandiktan sonra nmol/g

taze &irlik olarak ifade edildi.

2.8 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.8.1 Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi

Hasat edilen Beith Alpha ve Sardes fideleri hemen szotta
dondurulup, biyokimyasal analizlerin yapilgczamana kadar —8tC 'de
muhafaza edildi. SOD, CAT, POX, APX ve GR enzimieriekstraksiyonu
icin -80 °C’de saklanmakta olan yapraklar,gstulmus havanda sivi azot
yardimiyla, %2 (w/v) polivinilpolipirolidon (PVPPye 1 mM EDTA iceren
0,05 M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7,8) homojenediimistir. APX
ekstraksiyonu icin 2 mM askorbat iceren homojenjmas tamponu
kullanildi (pH 7,8). Homojenat 2C’de 14.000 rpm’de 40 dk santrifiij edildi
ve olkan slUpernatant enzim aktivitesinin belirlenmesikddaniimistir.
Ekstraksiyon prosedurinin timi  +4C’de  gerceklgtirildi.  Tim
spektrofotometrik olcimler Shimadzu UV-1600 ile ydp (Shimadzu,
Japan).



22

2.8.2 Superoksit dismutaz (SOD; superoksit: supercht
oksidorediiktaz, EC 1.15.1.1) aktivitesinin tayini

SOD aktivitesinin tayini Beauchamp ve Fridowich 719e gore
yapildi. SOD aktivitesi, SOD’ un fotokimyasal olkranitro blue
tetrazolium’'un (NBT) indirgenmesi esasina dayalithod ile belirlendi.
3ml reaksiyon kagimi; 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 33 mM NBT, 10m
M L-metionin, 0,66 mM EDTA.Na2, 0,0033 mM Ribofilevigermektedir.
Supernatant seyreltildi ve kein 10 dakika 300 mmol m 2 siik siddeti
altinda bekletildi ve daha sonra reaksiyon ¢arinin 560 nm’de vergi
absorbans derleri okundu. SOD i¢in 1 enzim birimigikla indirgenmenin
%50 engellenmesine neden olan protein  miktari  (mgarak
tanimlandgindan, yaprak orneklerindeki SOD aktiviteleri burgire

belirlendi.

2.8.3 Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) aktivitesinin taynmi

Total katalaz (CAT) enzim aktivitesi tayini Bergneey(1970)’ in
yontemine gore gerceklerildi. Katalaz tayini 240 nm 'de enzim tarafindan
dakikada yikilan KO, miktarinin spektorofotometrik olarak incelenmesine
dayanir. Maksimum absorbanstakist) katalaz aktivitesini tayin eder.
Reaksiyon kagimi ; 0,1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH:@d);
H,O ve %0 0,3 HO,den olsmaktadir ve son hacmi 1 ml olan kuvartz
kuvetlerde okuma yapilir. Reaksiyon boyunca abswmtaaolan dgiis 180
saniye suresince gozlendi ve 1 birim CAT aktiviteésikikada harcanan

umol H,O; olarak ifade edildi.

2.8.4 Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktitesinin

tayini

APX aktivitesinin tayini Nakano ve Asada (1981) t@mine gore
yapildi. Askorbat okside oldukca, spektrofotometred®90 nm’de

absorbansta ofan digme kaydedildi ve hesaplamalar askorbatin
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ekstinksiyon katsayisi kullanilarak (2,8 mtvemi®) yapildi. Reaksiyon
karisimi 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7), 0,5 mM abkb, 0,1 mM
EDTA Na ve %35'lik H,O, 'den olmaktadir. Askorbatin oksidasyonu
kuvartz kivetlere enzim ekstraktinin eklenmesiydgdai ve absorbanstaki
dists 180 sn boyunca izlendi. 1 birim APX aktivitesi deda okside olan
1 mmol mi* askorbati ifade etmektedir.

2.8.5 Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) aktivitesiniralyini

Peroksidaz (POX) aktivitesi Herzog ve Fahimi (197i8)tanimladgi
yonteme gore belirlendi. POX aktivitesi 465 nm’d@’3liaminobenzidin
tetrahidrokloroid (DAB)’in oksidasyonuyla absorbtmseydana gelen agti
kore kagl 180 saniye boyunca izlenerek hesaplandi. Reakskgwsimi;
DAB solusyonu, % 0,6’k KO, dI- H,O ve enzim ekstraktindan
olusmaktadir. HO.'nin ilave edilmesiyle bgayan reaksiyonda absorbans
artisi izlendi. Bir birim enzim aktivitesi dakikada titden umol mi* H,0,

olarak ifade edildi.

2.8.6 Glutasyon rediktaz (GR; EC 1.6.4.2) aktiviteésin

tayini

Glutasyon reduktaz aktivitesi, Foyer ve Halliwell9g6) yontemine
gore belirlendi. 340 nm’de absorbansta okside ghda miktarindaki
azalma kuvartz kuvette, kore kaB dakika suresince izlendi. Hesaplamalar
glutasyon rediiktaz enziminin ekstinksiyon katsakslanilarak (6,2 mnt
cm?) yapildi. Bir enzim unitesi dakikada okside olamfol mI* glutasyon
miktaridir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim Unitesg protein™ olarak
belirtildi.

2.9 Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Total protein miktari Bradford (1976) yontemine gdrovine serum

albumin (BSA) standartlari kullanilarak saptandirnéklerin protein
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miktarlari, son hacim 1 ml olacajekilde polistren kivetlerde 595 nm’'de

okundu.

2.10 Lipit Peroksidasyonu

Yapraklarda meydana gelen lipit peroksidasyon diem
belirlenmesi icin, lipit peroksidasyonunun son (irlolan malondialdehit
(MDA) seviyesi 6lculdi. MDA miktari Madhava (200@Pntemine gore
belirlendi. Trikloroasetik asit (TCA) ile homejerizedilen 0,5 gr yaprak
ornesi 10000 rpm de 5 dakika santriftj edildi. Elde edilsupernatant
enzim aktivitesi icin kullanildi. 1ml’lik sipernatta 4 ml TBA ve TCA
iceren reaksiyon kanmi pipetlendikten sonra deney tiipleri 19D de 30
dakika 1sitildi. Kagim 10000 rpm de 15 dakika santrifijlenildikten sonr
olusan supernatantin 532 ve 600 nm’deki absorbagerti okundu. MDA

1

konsantrasyonu ekstinksiyon katsayisri65 mM * cm?) yardimiyla

hesaplandi. Tam dlctimler 6 tekrarli yapildi.
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3. SONUCLAR
3.1 Buyume Parametreleri

3.1.1 Kok Uzunlugu

Beith Alpha ve Sardes salataliksitkeerinin NaCl ve P. cubensis
biyotik stresi uygulamalarinin biylime parametrelézerindeki etkileri,
stres uygulamasinin 0., 7. ve 14. gunlerinde kaledir. Her iki cesidin
kontrol gruplarinda 14. gunin sonunda kok uzuniukdelirgin bir sekilde
artti. NaCl stresi uygulanan gruplarda ise 7. gif@eve 100 mM NacCl
uygulamasi, her iki g&din kok uzunlgunu ayni oranda azaltt. 50 mM
NaCl'de vyaklalk %217, 100 mM NaClde yakigk % 21 azalma
g6zlenmgtir. 14. ginde ise 50 mM NaCl stresinde %25, 100 MWNECI
stresinde %26 azalma olgtur. NaCl stresi uygulamasinin 14. guninde
Sardes cadinin kdok uzunlgu 50 mM NaClde %14, 100 mM NaCl
uygulamasi kék uzunfiunu sirasiyla %23 ve %24 oraninda azaltti (Cizelge
3.1).

Diger yandan biyotik strese maruz kalan gruplarda €xake Beith
Alpha caitlerinin kék uzunlgu 7. ginde cok etkilendi. Sardessidende
biyotik stres+ 50 mM NaCl uygulanan grupta kok uamgn %39 azaldi. 14.
guinde yalniz biyotik stres uygulanan gruplarda kitkbisyonu iki ¢aitte
de ayni oranda olgu gozlendi. Beith Alpha géinin biyotik stres ve
NaCl'in birlikte uygulandii gruplarinda ise kok uzunfundaki azalmanin

yaklasik ayni oranda oldiu saptandi.
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Cizelge 3.1.7 ve 14 gun sireyle 50 ve 100mM NacCl, biyotik, biystres+50 mM NaCl
ve biyotik stres+100 mM NacCl stresine maruz buakiBardes ve Beith Alpha
¢esitlerinin k6k uzunlgu (cm)’'nda gozlenen d@gimler. Situnlardaki hata
cubuklar! = standart hata (S.E)’y1 gostermektedir.

SARDES BHTH ALPHA
GRUPLAR 0.Gun 7. Gun 14.Gin 0.Gun 7. Gln 14.Giun
Kontrol 12,53+0,057] 21,5+1,32 | 26,33%£1,75| 20,7 £2,23| 36,5+2,78 40,2+5,9
50mM NacCl 17,66+1,5 | 22,66+2,12 30,16+0,28 | 30,83+1,7
100mM NacCl 17,05+0,5 | 21,83+0,76 28,86+0,23 | 30,5+0,70
Biyotik stres 15,46+0,83 21,6+0,1 25,16+1,89232,46+3,12
Biyotik stres
+50mM NaCl 13+1,77 | 21,76+1,56 28+2 31+0,50
Biyotik stres
+100mM NacCl 15,7+42,8 | 20,3+1,92 28,5+3,8 30,8+1,45

3.1.2 KOk Yas Agirli g

NaCl veP.cubensis biyotik stresi etkisi altinda kalan Sardes ve Beit
Alpha csitlerinin uygulamalara bz olarak kdk ya agirliklarinda gézlenen
degsisimler cizelge 3.2’de verilngtir. Sardes ¢gdinde kok ya agirhgr 7.
ginde 50 mM NaCl'de %12, 100 mM NaClde ise %13’lbik azalma
gosterdi. Yine ayni géte 14. ginde 50 mM NaCl uygulanan bitkilerde kok
yas agirliginda %23’lik bir azalma, 100 mM NaCl'de %24'luik azalma
oldugu goérildi. Beith Alpha gedinde ise 7. gin 50 ve 100 mM NaCl
uygulanan gruplarda kok yasgirliginda %20-25 azalma goézlendi. Beith
Alpha ¢aidinde 100 mM NaCl uygulanan grubun da kok wairligi %40
azaldi.

Biyotik stres ve biyotik stresle NaCl stresinirrlisie uygulandgi
gruplarda ise ger gruplara gore kokgarligindaki azalmanin genellikle
daha cok oldgu go6zlendi. 7. ginde Sardes siginde biyotik stres
uygulanan grupta kok yasgirliginda %27, 50 mM tuz uygulanan grupta
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%29, biyotik stresle birlikte 100 mM tuz uygulangrupta %41 azalma
gozlendi. Ayni bitkide stres uygulamasinin 14. giggiise biyotik stres
uygulanan grubun kok yaagirhginda %30, biyotik stres+50 mM NacCl
uygulanan grupta %32, biyotik stres+100 mM NaClulggan grupta ise
%46 azalma goOzlendi. Beith Alphasginde 7. gunde biyotik stres ve
biyotik stres+50 mM NaCl uygulanan gruplarda kohtgouplarina gore
belirgin bir farklihk olmazken, biyotik stresle rhkte 100 mM NacCl
uygulanan grupta kok yagirligr %15 azaldi. 14. giinde ise ise Beith Alpha
¢esitinde kok ya agirliginda biyotik stres uygulanan grupta %12, biyotik
stres+50 mM NaCl uygulanan grupta %23, biyotik std®0 mM NaCl

uygulanan grupta %27 azalma gozlendi.

Cizelge 3.2.7 ve 14 gun sireyle 50 ve 100mM NacCl, biyotik, biystres+50 mM NaCl
ve biyotik stres+100 mM NaCl stresine birakilan deéar ve Beith Alpha
¢esitlerinin - kok ya agirliginda (gr) gozlenen d@esimler. Sutunlardaki hata
cubuklari + standart hata (S.E)'y1 gbstermektedir.

SARDES BHTH ALPHA

GRUPLAR 0.Gun 7. Gun 14.Gin 0.Gin 7. Gun 14.Gun
Kontrol 4,11+0,595| 7,41+2,59 | 8,81+1,033| 4,845+0,558 6,943+2,43 | 8,59+1,17
50mM NaCl 6,48+1,23 | 6.96t1,16 5,546+1,58 | 6,43+2,11
100mM NacCl 6,43+0,89 | 6.54t1,116 5,31+1,60 6,11+0,75
Biyotik stres 5,15+0,92 6,4+0,8 5,14+0,48 5884217
Biyotik stres

+50mM NacCl 4,26+0,16| 6,19+1,81 6,3+0,37 6,56+1,12
Biyotik stres

+100mM NacCl 4,15+0,93| 5,2+1.36 5,84+0,48 6,2+0,34

3.1.3 Kok Kuru Agirhi gi

Sardes ve Beith Alpha g#erinin kontrol ve deney gruplarinin kok
kuru girhklarinda olgan degisimler cizelge 3.3'te verilngtir. Sardes ve
Beith Alpha c¢eidinin kok kuru &irhigl, stres uygulanan gruplarda kontrol
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gruplarina goére belirgin olarak azaldi. Uygulamasanucunda kok kuru
agirhginda uygulamanin siresi arttikga azalmalar gozl&tede. Ayni
sekilde Beith Alpha’'nin da deney gruplari kontrolérg azalmgtir. Beith
Alpha ¢eidinin 7. ginde 100 mM NaCl'de %16 azalma gozlesirkbiyotik
stresle birlikte 100 mM NaCl uygulanan gruptagiden %37 oraninda
olmustur. Biyotik stres uygulamasi bitkinin kokgiaiginda belirgin bir
azalmaya neden olngiwr. Her iki grupta da uygulama sdresinin ve
uygulama siddetinin artmasi kok kuru garliklarinin azalmasina neden

olmustur.

Cizelge 3.37 ve 14 gun sureyle 50 ve 100mM NacCl, biyotik, biystres+50 mM NaCl ve
biyotik stres+100 mM NaCl stresine maruz birakilBardes ve Beith Alpha
¢esitlerinin - kok kuru @irliginda (gr) gozlenen deimler. Sutunlardaki hata
cubuklari £ standart hata (S.E)'y1 gbstermektedir.

SARDES BHTH ALPHA

GRUPLAR 0.Gun 7. Gun 14.Gin 0.Gun 7. Gln 14.Gun
Kontrol 0,41+0,02| 0,64+0,39 0,68+0,06 0,36+0,11 0,53+0}26,6640,21
50mM NacCl 0,56+0,19| 0,640,1 0,49+0,1F 0,51+0,06
100mM NacCl 0,51+0,1 | 0,55#0,11 0,44+0,02 0.45+0.05
Biyotik stres 0,48+0,12| 0,49+0,21 0,42+0,09 0,34+0,08
Biyotik stres

+50mM NaCl 0,42+0,04| 0,41+0,19 0,35+0,07 0,39+0,09
Biyotik stres

+100mM NacCl 0,44+0,08| 0,33+0,11 0,33+0,01 0,37+0,07

3.1.4 Govde Uzunlgu

Sardes ve Beith Alpha g#erinin stres uygulamalarina gla olarak
govde uzunlgunda meydana gelen @giklikler cizelge 3.4’te verilmgtir.
Sardes’te govde uzurdu 7. gunde NaCl'nin 50 mM uygulanmasi ile %09,
100 mM uygulanmasi ile %22 azaktm. Sardes gadinin biyotik stres
gruplarinda 7. ginde yalniz biyotik stres uygulamgopta %24, biyotik

stresle ¢ zamanli 50 mM NaCl uygulanan grupta ise %40 azalma
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gOzlenmgtir. Uygulamanin 14. guninde ise Sardes'te 100 misiCN

uygulamasinda govde uzuglinda % 26’lik azalma ile belirgin bir gl

meydana gelmgtir. Beith Alpha’da ise govde uzurgundaki dgismeler 7.
ginde 50 ve 100 mM NaCl stresinde ayni oranda gibmuBeith Alpha

¢esidinde 7. ginde biyotik stres ile gbvde uzyil633 azaldi.

Bitkinin

14. gun gruplarinda govde yagirhgina bakildginda ise 50 mM NacCl

uygulamasi sonucunda kontrol gruplarina gére %2évee, 100 mM NacCl
ise %28’lik azalma meydana gektii. Beith Alpha’da da 50 ve 100 mM
NaCl uygulamasi kontrol grubuna gore govdsg garligint %9 oraninda

azalmstir.

Cizelge 3.4.7 ve 14 gln sireyle 50 ve 100mM NacCl, biyotik, biystres+50 mM NaCl
ve biyotik stres+100 mM NacCl stresine maruz biakiBardes ve Beith Alpha
¢esitlerinin - govde uzunlgu (cm)’'nda godzlenen deimler. Sutunlardaki hata
cubuklari = standart hata (S.E)'y1 gbstermektedir.

SARDES BHTH ALPHA

GRUPLAR 0.Gun 7. Gun 14.Gin 0.Gun 7. Gln 14.Gun
Kontrol 23,03 +1,5| 29+2,64 30,5+0,3 28,96+1,084,5+0,96| 33,1+4,28
50mM NacCl 26,1+2,75| 29,06+0,8 31.3+1,15| 29,86+0,4
100mM NacCl 22.5+0,19| 28,26+0,7b 31+1 29,96+1,17
Biyotik stres 21,9+0,65| 21,26+1.1 23+1 27,83%0,73
Biyotik stres

+50mM NaCl 17,33+2,08 23+0,76 24,33+0,5728,16+1,44
Biyotik stres

+100mM NacCl 23+0,86 25,6+0,43 26,5+1,3p 29,160

3.1.5 Govde Ya Agirli gi

Sardes cgdinin kok airliklarina bakildginda NaCl uygulama

miktarinin dgismesi ile goévde ya agirhginda belirgin bir dgisiklik

gozlenmemytir. Sardes ¢gdinin goévde ya agirligl P. cubensis biyotik stres

uygulamasi yapilan gruplarda 50 mM NaCl uygulamiési7. ve 14.

96
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gunlerde sirasiyla %48 ve % 39 azalma gozletnm(iCizelge 3.5). Beith

Alpha caidinde ise govde ya agiriginda 7. gunde 50 mM NacCl

uygulamasi %38, 100 mM NaCl uygulamasi %31, biystikes uygulamasi

%44, biyotik stres ile gamanl 50 mM NaCl uygulamasi %39, 100 mM

NaCl uygulamasi ile %40 azalma belirlegtini

Cizelge 3.5.7 ve 14 glin sireyle 50 ve 100mM NacCl, biyotik, biystres+50 mM NaCl
ve biyotik stres+100 mM NacCl stresine maruz biakiBardes ve Beith Alpha
¢esitlerinin - govde ya agirhginda (gr) gozlenen ggimler. Sutunlardaki hata
cubuklar! = standart hata (S.E)’y1 gostermektedir.

SARDES BHTH ALPHA

GRUPLAR 0.Giin 7. Gin 14.Gin 0.Giin 7. Gin 14.Gin
Kontrol 7,21+0,22| 13,57+3,7620,4+10,96/ 14,02+2,16 21,11+2,06 25,38+4,87,
50mM NaCl 10,6+1,04| 15,15+3,8P 13,03+2,71 15,62+2,6
100mM NacCl 10,07+0,68 14,54+2,57 14,4642,73 19,5945,17
Biyotik stres 9,53+0,35| 9,75%1,34 11,8+1,8 17,89+4
Biyotik stres
+50mM NaCl 6,99+0,73| 12,18+2,58 12,73+0,65 16,13+2,67
Biyotik stres
+100mM NaCl 10.41+0,6| 13,6%1,6 12,63+2,2317,1+1,27

3.1.6 Govde Kuru Agirli gi

Kuru agirliklar da ayni sekilde fazla etkilenmengiir. Kuru

agirhklarindaki azalma miktari kontrol grubuna gé@ni oranda kalmtir.

Sardes cadinin govde kuru g@irhgindaki azalmalar 7. ginde uygulanan

stresler ile birlikte %22-24 arasi olgiur. Beith Alpha ¢gidinde ise gévde
kuru airhgr 7. ginde % 14-20 arasi 14. gunde ise %30- 44ira@s

azalmstir.

47



Cizelge 3.6.7 ve 14 gun sireyle 50 ve 100mM NacCl, biyotik, biystres+50 mM NaCl
ve biyotik stres+100 mM NacCl stresine maruz biakiBardes ve Beith Alpha
¢esitlerinin - govde kuru girlhiginda (gr) gozlenen geimler. Situnlardaki hata
cubuklar! = standart hata (S.E)'y1 gbstermektedir.

SARDES BHTH ALPHA

GRUPLAR 0.Giin 7. Gin 14.Gin 0.Giin 7. Gin 14.Gin
Kontrol 0,52+0,007| 0,87+0,21| 1,02+0,08 1,303+0,03 1,03+0,03  1,8+0,28
50mM NaCl 0,67+0,08| 0,873%0,2 0,88+0,1f  1,13#0,16
100mM NacCl 0,63+0,02| 0,82+0,43 0,78+0,19  1,31#0,25
Biyotik stres 0,61+0,04| 0,78+0,05 0,72+0,08  1,25+0,28
Biyotik stres

+50mM NaCl 0,56+0,27| 0,81+0,15 0,79+0,0f  1,01+0,19
Biyotik stres

+100mM NaCl 0,65+0,09| 0,88+0,06 0,80+0,18  1,210,13

3.2 Fotosentetik Verim (Fv/Fm;Klorofil Flirosanst)

NaCl, biyotik stres ve biyotik stres+NaCl uygulanamz stresi

altindaki Sardes ve Beith Alphasgéerinin fotosentetik veriminde (Fv/Fm)

Olcllen dgisimler cizelge 3.7°de verilngtir. Her iki salatalik ¢cgidinde de

stres uygulanan gruplarin Fv/Fmgeéelerinde anlamli bir fark saptanamadi.
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Cizelge 3.7.7 ve 14 gun siureyle 50 mM ve 100 mM NacCl, biyobkgotik stres+50 mM
NaCl ve biyotik stres +100 mM tuz stresine maruakilan Sardes ve Beith Alpha
bitkilerinin fotosentetik verimindeki dgsmeler. Situnlardaki hata cubuklar +
standart hata (S.E)’y1 gdstermektedir .

SARDES(fv/fm) Beith Alpha
GRUPLAR

0. Gin 7. GUn 14. Gin 0. Gln 7. GlUn 14. Gin
Kontrol 835+3,46 833,3345,50 829,66+8,6 835,66+3|05 82116863 827,66+10,12
50mM NaCl 834,3+9,01 | 808,66+2,5 827,66+2,88 833,33+5,77
100mM NaCl 830,33+8,74| 822,315,511 829,66+9,1 830+15,71
Biyotik stress 832,33+12,22] 837+6,25 831,66+5,13 839,33+9)61
Biyotik
stres+50mM
NaCl 838,66+16,26 830+1 834,33+2,8 841,66+1,b2
Biyotik
stres+100mM
NaCl 848,33+7,5 | 843,3+2,31 851+21,6b 838,66+12,74

3.3 Bagil Suicerigi (RWC)

Sardes ve Beith Alpha gderinin kontrol ve deney gruplarinda gk
su icergindeki deisimler cizelge 3.9'da gOsterilgtir. Buna gore
uygulamanin 7. ginidnde stres miktarinin artmasibit&inin basil su
iceriginde digme gozlenmitir. Ozellikle biyotik stresin de etkili oldiu
gruplarda bu dfiis daha belirgin olmgtur. 14. gunde ise id su
iceriklerindeki digme miktari, 7. giine goére daha az ojtnu

Beith Alpha c¢eidinde uygulamanin 7. guninde 100 mM NaCl
uygulanan grup ile biyotik stres gruplarindazibau icerginde %5'lik bir
azalma goOzlenmgiir. 14. gunde ise Il su icergi kontrole gore tim
gruplarda artnstir.bu arts genellikle %6-9 arasinda gercektastir.
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Cizelge 3.8.7 ve 14 gun siureyle 50 mM ve 100 mM NacCl, biyobkyotik stres+50 mM
NaCl ve biyotik stres +100 mM NaCl stresine maruaklan Sardes ve Beith
Alpha csitlerinin yaprak bgil neminde (RWC) gdzlenen gigimler. Sttunlardaki
hata cubuklari + standart hata (S.E)’yl gosterndikte

SARDES BHTH ALPHA

GRUPLAR 0.Gun 7. Gun 14.Gin 0.Gun 7. Gln 14.Giln
Kontrol 89,09+3,79 89,9+5,16| 92,39+3,76 84,07+3,74| 84,62+4,39| 82,3415,81
50mM NacCl 88,59+5,7| 90,55+4,2f 86,11+5,72| 89,7+1,73
100mM NacCl 83,02+4,07, 89,61+6,2 80,38+3,12 87,24+1,88
Biyotik stres 81,28+11,3 88,42+1,45 80,5+3,47 | 83,74+1.9
Biyotik stres

+50mM NacCl 85+3,98 | 89,86+4,62 85,79+£1,9 | 87,3+4,32
Biyotik stres

+100mM NacCl 82,31+1,01 90,02+2,42 82,58+1,6 | 88,62+1,25

3.4 Ozmotik Potansiyel

Sardes kontrol ve stres gruplarinin yaprak ozmatitansiyel

Olcimleri cizelge 3.9'da gosterilgtir.

Sardes salatalik g&énde biyotik

stres ve tuz stresi uygulanan gruplarin ozmotikapsitelinde 7. ginde

kontrol gruplarina gore dnemli bir gigim saptanamarngtir. 14. giinde ise

biyotik stres + 50 mM NaCl uygulanan grubun ozmgitikansiyeli kontrole

gore %15, biyotik stres+100 mM NaCl uygulanan grubazmotik

potansiyeli ise %24 artitir.
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Cizelge 3.9Sardes ve Beith Alpha gderine ozmotik potansiyeline (mmol/kg) NaCl ve
biyotik stresin etkisi. Sutunlardaki hata cubuklarl standart hata (S.E)'yi
gOstermektedir.

SARDES BHTH ALPHA

GRUPLAR 0.Giin 7. Giln 14.Giun 0.Giin 7. Gin 14.Giun
Kontrol 244,76+17,02 26446,53 | 245,11+7,50249,46+10,61 250,33+4,30 238,89+10,1
50mM NaCl 260+4,743| 253+12,8] 254,2+11,08259+16,4
100mM NacCl 253+12,81| 268,1+10,04 262,66+8,84 274,3+5,1
Biyotik stres 249,11+9,84 258,22+17 .6 250,22+8,04 251,88+24,1
Biyotik stres

+50mM NaCl 268,44+5,08 282,6+12,37 260+3,39 |296,89+4,96
Biyotik stres

+100mM NacCl 284,55+5,34 304,91+16, 1 252,44+7,93 299,2+7,75

Sardes veBeith Alpha csitlerinde stres uygulamasinaghaolarak
ozmotik potansiyel dgsimi cizelge 3.7'de gOsterilngiir. Beith Alpha
¢esidinin tuz ve biyotik stres uygulanan tim gruplaan?7. giinde ozmotik
potansiyellerinde 6nemli bir ggim gozlenmedi. Biyotik stres ile 50 mM
NaCl uygulanan Beith Alpha’larda ozmotik potanstiePol3 arty, biyotik
stresle birlikte 100 mM NaCl bitkilerde 186 arts
gozlemlenmytir.

uygulanan

3.5 Total Protein Miktarlari

Tuz ve biyotik stres uygulanan Sardes’in yapraklari protein
miktarlari belirlenmgtir (cizelge 3.10). 14. gunde tuz stresine maruarka
bitkilerde 7. giine gore total protein miktarlatnatir. Ayni sekilde biyotik
stres ve biyotik stresin yaninda tuz stresine deumdirakilan bitkilerde
total protein miktarlarinda agtbelirlenmitir.

Beith Alpha bitkilerinde total protein miktarladaki desisim
cizelge 3.10'da goOsterilgtir. Beith Alpha’da Sardes’e zit olarak total

protein miktarlarinda azalma gozlemtm. 7. ginde 50 mM tuz stresinde
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protein miktarinda kontrole gore %60, 100 mM turesinde ise %74

azalma gozlenmiir. Biyotik stres gruplarindaysa protein mikta@GLmM

tuz uygulanan grupta % 81 azalma belirlegtimi

Cizelge 3.10.Sardes ve Beith Alpha g#erine uygulanan NaCl ve biyotik stresin total
protein miktarina etkisi. Situnlardaki hata cubukla standart hata (S.E)'yi
gOstermektedir .

SARDES BHTH ALPHA

GRUPLAR 0.Gin 7. Gln 14.Gin 0.Gun 7. Gln 14.Gin

Kontrol 0,847+0,05 0,79+0,16| 0,94+0,26 0,95+0,.141,17+0,23| 0,75+0,05
50mM NaCl 0,46+0,14| 0,59+0,04 0,46+0,8  0,39+0,2
100mM NacCl 0,5+0,13 | 0,740,177 0,33+0,06| 0,3910,29

Biyotik stres 0,34+0,1 | 0,8+0,02 0,28+0,16  0,60+0,2
Biyotik stres

+50mM NacCl 0,52+0,172 0,49+0,15 0,35+0,15% 0,51%0,19

Biyotik stres

+100mM NaCl 0,51+0,08| 0,30+0,12 0,2240,2  0,4420,(

3.6 Antioksidan Enzim Aktivite Sonuglari

3.6.1 Superoksitdismutaz (SOD) aktivite sonuglari

Sardes c¢gdine ait toplam SOD aktivitesine ait sonuckakil 3.1'de

gosterilmitir. Sardes’in kontrol gruplarinda sirasiyla balgidda 0. gune

gore 7. gunde %47 agtl 14. gunde ise %63’luk dus vardir. NacCl

miktarinin artmasi ile SOD aktivitesi de aryostermgtir. Ozellikle biyotik

stres uygulanan grupta kontrole gére %67’lik binsaolmustur. 7. giinde

eszamanl uygulanan biyotik ve NaCl stresinde spd&toometrik SOD

aktivitelerinde kontrole gore dis vardir. 14. ginde ise 50 ve 100 mM

NaCl ‘ye maruz birakilan Sardes’lerde sirasiyla i &e %32’'lUk arts

belirlenmitir. Biyotik stres ile azalan aktivite, NaCl strasygulamasinin

8
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artisi ile orantih bir bicimde yukselngir ve 100 mM NaCl uygulanan
grupta kontrole gére SOD aktivitesi 3 katina ¢igmi

BAK NATS50 mAT100 BAB BEABTS0 HEABT100

500 +
400
300
200
100

0]

Sekil 3.1: 7 ve 14 giun siureyle 50 ve 100 mM NaCl stresingotli strese, ve biyotik
stresle gzamanli 50 ve 100 mM NacCl stresine maruz birak8andes’'in SOD
aktivitesinde (Unite m{ protein) gozlenen dgsimler.

Beith Alpha c¢eidine ait SOD aktivitesi sonuclarsekil 3.2'de
verilmistir. Beith Alpha’nin stres uygulamasinin 7. ganés® mM ve 100
mM NaCl uygulanan grupta kontrole gore 1.8 katirkangstir. Biyotik stres
uygulamasinin 7. gininde ise SOD aktivitesi koiitrdd katina c¢ikngtir.
Biyotik stresle 100 mM NaCl'de SOD aktivitesi 15tk cikmgtir. 14.
giinde ise 100 mM NaCl'de SOD aktivitesi kontrol lguna gore 2.8 katina
citkmistir. Sadece biyotik stres uygulanan grupta da ZaBn& cikmgtir

fakat NaCl stresinin de eklenmesi ile aktivitedglgigdzlenmstir.

2500 4 | EBK EBTS0 mMBTIO0 EIBB ®BBT50 [ZBBT100|

2000

1500

1000

500

Sekil 3.2. 7 ve 14 gin sureyle 50 ve 100 mM NacCl stresingotlk strese, ve biyotik
stresle gzamanli 50 ve 100 mM NacCl stresine maruz birakBaith Alpha’nin
SOD aktivitesinde (Unite mbprotein) gozlenen ggsimler.
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3.6.2 Peroksidaz (POX) aktivite sonugclari

Sardes c¢adinin Peroksidaz aktivitesine ait sonuclaekil 3.3'te
gosterilmitir.  Sardes’te POX aktivitesi kontrol grubunda gdgactikce
azalmstir. 7. ginde 50 ve 100mM NaCl uygulanan gruplaadasiyla POX
aktivitesi %44 ve %31 artarken, biyotik stres uggan grupta ise POX
aktivitesi kontrole gore azalgtir. Biyotik ve 50 ve 100 mM NaCl
uygulanan gruplarda ise kontrole gore sirasiyla #e%061’lik indirgenme

belirlenmitir.
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Sekil 3.3: 7 ve 14 giun siureyle 50 ve 100 mM NaCl stresingotli strese, ve biyotik
stresle gzamanli 50 ve 100 mM NaCl stresine maruz birakBandes’'in POX
aktivitesinde (Unite m{ protein) gozlenen dgsimler.

Beith Alpha’da da POX aktivitesi uygulamanin 7. gide kontrol
bitkilerine gére 50 mM NaCl uygulanan grupta 1.7%,kb00 mM NacCl
uygulanan grupta ise ise 1.6 kat akmni Biyotik stres uygulamasi ile POX
aktivitesi belirgin sekilde artarak 5 katina cikgtir. NaCl stresinin de
eklenmesi ile kontrole gore 50 ve 100 mM NaCl'dasi ile %72 ve %49
artis olmustur. 14. ginde ise 100 mM NaCl uygulanan grubun POX
aktivitesi 3.5 katina, biyotik stres uygulanan gmtPOX aktivitesi de 1.9
katina ¢ikmygtir.
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Sekil 3.4. 7 ve 14 gun sireyle 50 ve 100 mM NacCl stresingottk strese, ve
biyotik stresle gzamanli 50 ve 100 mM NacCl stresine maruz birakilan
Beith Alpha’nin POX aktivitesinde (Unite g protein) gozlenen
degisimler.

3.6.3 Katalaz (CAT) Aktivite Sonuclari

CAT aktivitesi Sardes ga&linde kontrol grubunda 0. giinde gore 7. ve
14. ginde azalma gostentm. 100 mM NaCl'de CAT aktivite ari %19,
biyotik stres uygulamasinda %63 grtbiyotik ve 100 mM tuz stresinde
%13 digus gozlenmgtir. 14. gunde ise aktivitede artsadece %8 ile 100
mM tuz stresinde olnyur. TUm gruplarda aktivite kontrole gore sdié

ctkmistir.
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Sekil 3.5. 7 ve 14 gin sureyle 50 ve 100 mM NacCl stresingotl strese, ve biyotik
stresle gzamanli 50 ve 100 mM NaCl stresine maruz birakBandes'in CAT
aktivitesinde (Unite mg protein) gozlenen dgsimler.
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Beith Alpha’da ise CAT aktivitesi 50 mM NaCl gigmezken, 100
mM tuzda ise 4 katina cikgtir. Biyotik stres uygulamasi ile de CAT
aktivitesinde belirgin bir d&siklik gorilmezken 50 mM tuz eklenmesi ile
%57 arty belirlenms ve 100 mM tuz uygulamasi ile kontrol CAT
aktivitesinin 6 katina cikmgtir. 14. giinde 50 mM tuz stresi ile 1.4 kat, 100
mM tuz stresi ile 1.2 kat agtibelirlenmgtir. Biyotik stresle gzamanli
uygulanan 50 mM tuz stresi ile 7. ginde @dugibi %57, 100 mM tuz

stresi ile %33 arfisglanmstir.
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Sekil 3.6.7 ve 14 gun sureyle 50 ve 100 mM tuz stresinegtikystrese, ve biyotik stresle
eszamanl 50 ve 100 mM tuz stresine maruz birakilaitiBAlpha'nin CAT
aktivitesinde (Unite mg protein) gozlenen dgsimler.

3.6.4 Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivite Sonuclari

Sardes ggdinin APX aktivitesinde gozlenen ggimler sekil 3.7° de
verilmistir. Sardes ¢adinde maruz kalinan stres miktari arttikga bitkide
APX aktivitesi artarken bu oran NaCl stresi uygalarbitkilerde %80 iken,
biyotik stresle uygulanan tuz stresindeki bitkilerou oran kontrole gore 4
kattir. 7. ginde en belirgin aytipiyotik stres uygulamasi ile olrgiwr, APX
aktivitesi kontrole gore 6 kat artgtur. 14. glnde biyotik stres uygulanan
grupta 7. gine goére azalma oktur. Biyotik stres ile uygulanan 100 mM
NaCl'de kontrole gore 10 katina cikgtr.
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Sekil 3.7.7 ve 14 gun sireyle 50 ve 100 mM tuz stresinegtlkystrese, ve biyotik stresle
eszamanlh 50 ve 100 mM tuz stresine maruz birakilard&’in APOX
aktivitesinde (Unite mg protein) gozlenen dgsimler.

Beith Alpha bitkisinde go6zlenen ggiklikler sekil 3.8'de
gosterilmitir. Beith Alpha’nin kontrol gruplarinda APX aktieisi uygulama
suresi arttikca azalma gdosterir. En belirgingat®0 mM NaCl ve biyotik
stres grubunda olmtur ve bunlar kontrol grubuna goére sirasiyla 5.4ve
kat olmuwtur. 14. Gunde aktivite miktari 7. giine gére azgtimiFakat 7.
gun ile aynisekilde 100 mM NaCl'de ve biyotik stres grubunda XAP

aktivitesinde art belirlenmitir.
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Sekil 3.8.7 ve 14 gun sireyle 50 ve 100 mM tuz stresinegtikystrese, ve biyotik stresle
eszamanll 50 ve 100 mM tuz stresine maruz birakil@ithBAlpha’nin APOX
aktivitesinde (Unite m{ protein) gozlenen dgsimler.
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3.6.5 Glutatyon Rediktaz (GR) Aktivite Sonuclari

Sardes ve Beith Alpha g#derinin normal kgullar altinda biyuyen
kontrol gruplarinin GR aktiviteleri katastirildiginda aktivitelerin birbirine
yakin oldgu gorialmigtir. Sardes ¢&dinde kontrol gruplarinda asti
belirlenmitir. Sardes tuz streslerine benzer yanitlar veesbkigbtik stres ile
GR aktivitesi 2.5 katina cikstir. 14. Gunde en belirgin agtieszamanli
uygulanan biyotik ve 100 mM tuz stresine oktun. Biyotik stres ile
biyotik+50 mM tuz streside GR aktivitesi derecede etkilenmtir.
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Sekil 3.9.7 ve 14 gun sireyle 50 ve 100 mM tuz stresinegtikystrese, ve biyotik stresle
eszamanl 50 ve 100 mM tuz stresine maruz birakilard&s'in GR aktivitesinde
(Unite mg" protein) g6zlenen ggsimler.

Beith Alpha csitlerinin ise kontrol grubuna gore 7. ginde 50 mM
tuzda kontrole gére 2.7 kat, 100 mM tuzda 1.9 kamtik stres grubunda 9
kat, biyotik ve 50 mM tuzda 3.1 kat ve en belirgékilde artma gosteren
biyotik + 100 mM tuz stresinde ise 13 kat @ltelirlenmitir.
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Sekil 3.10.7 ve 14 giin sureyle 50 ve 100 mM tuz stresinepttkystrese, ve biyotik
stresle gzamanli 50 ve 100 mM tuz stresine maruz birakilegithB
Alpha’nin GR aktivitesinde (Unite nigprotein) gozlenen dgsimler.

3.7 Lipit Peroksidasyonu (MDA)

Lipit membranlarindaki peroksidasyon diizeyi malafdghit (MDA)
icerigine bakilarak tespit edilmive sekil 3.11'de gosterilngtir. Sardes’in
kontrol gruplarinda MDA seviyesi 7. ginde %50 azalmostermtir.
Sardes’te stres miktari ile grtgbsteren MDA seviyesi 7. gin 50 ve 100
mM NaCl stresinde 1.5 katina cikghr ve oksidatif stresin vagini
gostemgtir. Fakat aynisekilde biyotik stres uygulanan hatta 100 mM tuz
stresine de maruz birakilan bitkinin MDA iggrnide azalma olmgiur. 14.
ginde ise MDA seviyesi 7. gune goére azatmi Biyotik stres uygulamasi
yapraklardaki MDA icegini arttirsa da tuz stresinin de uygulanmasi %60

artisa neden olmgtur.
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Sekil 3.11.7 ve 14 glin sureyle 50 ve 100 mM tuz stresinegttkystrese, ve biyotik stresle
eszamanl 50 ve 100 mM tuz stresine maruz birakilard&s’'in malondialdehit
miktarinda (nmotj* YA) meydana gelen ggsimler.

Beith Alpha c¢eidinin MDA icerigine ait bilgiler sekil.12’de
gosterilmitir. Sardes’te oldgu gibi Beith Alpha cgdinde MDA seviyesi
50 ve 100 mM NaCl stresinde arytm ve yine biyotik stresle birlikte
uygulanan 50 mM NaCl'de MDA seviyesi, kontrole goge4 katina
citkmistir. Beith Alpha ceidinde ise 7. ginde MDA seviyesi stres
seviyesinin artmasi ile gou orantili olarak artngtir, fakat 14. giinde bu
kontrol grubuna gore azalma gozlestimi 14. ginde sadece 100 mM
NaCl'de arty olmus, bu arty 7. giine gore 1.5 katina ¢ikgtr.
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Sekil 3.12.7 ve 14 gln sireyle 50 ve 100 mM tuz stresinettkiystrese, ve biyotik stresle
eszamanli 50 ve 100 mM tuz stresine maruz birakilagitrB Alpha’nin
malondialdehit miktarinda (nmgf* YA) meydana gelen gésimler.
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3.8 Yapraklarda Prolin Miktari

Sardes cgdinde prolin miktari 7. ginde 100 mM NaCle
maruz birakilan grupta %25 argmr. Biyotik stres uygulanan
grupta %16, biyotik stres ile 50 mM NaCl uygulargnpta %30,
biyotik stresle 100 mM uygulanan grupta ise %65matir
(sekil3.13).
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Sekil 3.13. 7 ve 14 gun sireyle 50 ve 100 mM tuz stresineptiiystrese, ve biyotik stresle
eszamanli 50 ve 100 mM tuz stresine maruz birakiam&s’in prolin miktarinda (nmagf*
YA) meydana gelen gigsimler.

Beith Alpha’da ise prolin miktarinda a&tl00 mM tuzda belirgin
degilken, 50 mM tuzda daha belirggekilde artmgtir. Prolin miktari biyotik
streste, kontrole gore 2.5 katina cikim Biyotik strese eklenen tuz
stresinde de sadece biyotik stres uygulanan gralmdpha az etkilenstir.

14. guinde ise prolin seviyesi kontrol grubuna gizeéir.
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Sekil 3.14: 7 ve 14 gin sureyle 50 ve 100 mM tuz stresineptikystrese, ve biyotik stresle
eszamanl 50 ve 100 mM tuz stresine maruz birakilaitrBAlpha’nin prolin miktarinda
(nmolg™YA) meydana gelen ggsimler.
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4. TARTISMA/SONUC

Bitkiler dogal ortamlarinda gtli biyotik ve abiyotik streslere maruz
kalirlar. Bu kaullar altinda ygayabilmek amaciyla, gstan gelen sinyalleri
algilamak, cevresel streslere en uygun yaniti vermgn karsik
mekanizmalar gejtirmislerdir. Salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA),len
(ET), ve ABA gibi fitohormonlar bitkileri sinerjeti ve antogonistik
hareketlerle yani karikli konusma ile biyotik ve abiyotik strese kar
bitkiyi koruyucu yanitlari dizenlerler. Bunlarinssthda ROS olgumu da
anahtar bir glemdir. Biyotik ve abiyotik stresler farkli genlariifade
olmasini sglar. Kasilikli konusma ile bitki sinyal yolaklari abiyotik stres
toleransini ve hastalik direncini dizenler. Bitidke ROS'un kararli
hallerinin dizenlenmesi bircok hicresglem icerir. Bazi ROS tirleri
aerobik metabolizmanin yan trint iken bir kismsiohyal molekull olarak
gorev yapar (Fujita et al.,, 2006). @k stres kaullari altinda ROS
supdrtcilerinin ROS’un sitotoksik etkilerini desolkye ettigi dusunalir
(Hirt et al., 2004,Mittler et al., 2004). Bitkileed yapilan transkriptom
analizleri caitli biyotik ve abiyotik stres uygulamalarinin  RGsSipurtcu
enzimleri kodlayan ¢ok genbir gen grubunu uyargini ortaya koymstur.
(Seki et al., 2002).

Gunumuzde dgsen iklim kosullarinda biyotik ve abiyotik stres
yolaklari arasindaki karikli konusma ve bitkilerin verilen bir stres ya da
coklu strese nasil tepki vergge ortaya koymak blytk dnem kazargtm
(Forcat et al., 2008).

Ozellikle tarimsal bitkilerde coklu strese kabitkilerin verdigi tepki
daha buylik 6nem ¢a. Buyik verim kayiplarini dnlemek icin farkh e
yolaklarinin birbirinden nasil etkilengini anlamak gerekir. Bu nedenle
arsgtirmamizda 6nemli bir tarim bitkisi olan salagah en ¢ok tuketilen iki
¢esidi Sardes ve Beith Alpha’ningegamanli uygulanan biyotik ve abiyotik
strese kan goOsterdgi buyime tepkileri ve antioksidan mekanizmalari

arasindaki dgsimler incelenmgtir.
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Sardes ve Beith Alpha gé#erinin yalnizca tuz stresine maruz kalan
gruplarinin kok uzunluklarn 7. ve 14. gunlerde ®noranda azald
gozlenmgtir. Tuz ve biyotik stresin birlikte uygulangli gruplarda Beith
Alpha ceaidinin kdk uzunlgunun daha fazla etkilengli goralmistar.
Biyotik stres tuz stresi ile big@ginde bitkinin kdk gekimini olumsuz
yonde etkilemektedir. Kok uzurgundaki indirgenmeye nazaran, bitkilerin
kok airhklarindaki azalma daha dikkat cekicidir. Sardgsidinin kok
agirhginda 100 mM NaCl uygulanan grubun 7. ve 14. guniymldasik
%40 azalma gozlenstir. Beith Alpha ¢eidinde ise kok girligi 100 mM
uygulanan grupta 7. ginde %23, 14. gunde %40 olaagkannytir.
NaCl'nin iyonik etkisi ile kok uzunlgundaki azalma belirgirsekilde
gozlenmgtir. Zhu (2008), tuz stresinin bitkinin kokleriniguya egimini
kisitladgini ve kdk uzamasini inhibe eéfitni belirtmistir. Kk ¢evresindeki
tuzun ik degere ulamasi ile bglayan tuz stresi nedeniyle kok buyumesi
azalir ve dgrudan bitkinin yaprak gefimini olumsuz yénde etkiler (Munns
and Tester, 2008). Asraf et al. (2003) 100 mM N&Qhsantrasyonunda
yetistirdikleri Hibiscus esculentus L.(bamya) genotiplerinde tuz stresinin
biylimede azalmaya neden gidou, kok ya ve kuru &irliklarinda ise
kayiplarin ortaya c¢ik@ini bildirmislerdir. Misir bitkisinde yapilan kuraklik
stresi cagmasinda ise kuraklik nedeniyle kdk ve govde waurliginda
azalma kaydedilngtir (Mohammadkhan, N. and Heidari, R., 2008). Kok
kuru girhiklarina bakildginda her iki gruptada biyotik stres uygulanan
gruplarda azalmanin daha fazla didu gorilur. Sardes’in  goévde
uzunlygundaki indirgenme 50 ve 100 mM tuz uygulamalariserda
oldukca belirginken, Beith Alpha her iki uygulama@@nzer oranlarda
etkilenmgtir. Govde uzunluklari her iki géte de tuz stresi ve biyotik
stresin birlikte uygulangh gruplarda daha biyik azalma gostetmiTuza
duyarli bezelye bitkilerinin tuz stresine maruz rkakinin kuru ve ya
agirhklarinda azalmaya neden ofglu Hernandez et al. (1999) tarafindan
bildirilmi stir. Huang et al. (2009L. sativus L. ile yaptgl calsmada 100
mM NaCl uygulanan bitkilerde bitki kuru galiginda %41 azalma
kaydetmitir.
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Ozmotik potansiyellerde gorulen gigmler Oercke et al.(2006)'da
oldugu gibi bitkinin biyotik strese maruz kalmasi ilelibgin bir sekilde
olur. Ayrica stomal iletkenlikte abiyotik faktorgen etkilenir. Hastalik
semptomlarina ek olarak patojenlergdalan ya da dolayl olarak bitki
ylzeyindeki buharkma alanini arttirarak su kaybini  arttirirlar.
Calismamizda her iki salatalik gdinin ozmotik potansiyeli 7. giinde tim
stres gruplarinda énemli bir gigim gostermemnstir, 14. ginde ise Sardes
c¢esidinin ozmotik potansiyeli biyotik stres uygulangnupta %5, biyotik
stres + 50 mM NaCl uygulanan grupta %15, biyotiest+100 mM NacCl
uygulanan grupta %24 aytyozlenmgtir. Beith Alpha ¢egidinde ise ozmotik
potansiyel 100 mM tuz uygulanan grupta %15, biyatkes uygulanan
grupta %5, biyotik stres +50 mM tuz uygulanan gaut24, biyotik stres +
100 mM tu uygulanan grupta ise %25 asm Bitki su kithgindan

korunmak icin ozmotik potansiyelini koruma altida.a

Sardes’te bal su icergi 50 mM NacCl stresi ile pek etkilenmegtir
fakat 100 mM NaCl uygulamasi ile ilk anlamlisd§ belirlenmitir. Biyotik
stres uygulamasi Bd su icergini biraz daha diiirse de biyotik stresle
birlikte uygulanan 50 ve 100 mM tuz stresindgibau icergi biyotik gruba
gore artmgtir. Bagil su icergindeki degisim hicrenin su eksildinin sonucu
olarak ortaya cikan fizyolojik bir durumdur. Bitlkim suya doymasi igin
gerekli su miktarini belirler. Huang et al. (2008alatalikta yapgi
calsmada 100 mM NaCl uygulamasinda ghasu icerginin %16
indirgendgini belirlemistir. Beith Alpha bitkisinde ise RWC, 14. giinde
bagil su icergi kontrole gore tum gruplarda artghr. Bu artg genellikle
%6-9 arasinda gercekhaistir. C. sativus L. bitkisinde 0, 50, 100 mM NacCl
uygulamasi yapilmi ve tuz konsantrasyonu artttkca RWC’nin azaldi
belirlenmstir. Tuzlulugun 8. guninde 50 ve 100 mM NaCl streslerine
bitkinin RWC deeri sirasiyla %13 ve %27 azaktm. Bizim ¢calsmamizda
da Sardes galinde ba&il su icergindeki digls tuz konsantrasyonun artmasi
ile artmstir fakat bu miktarda bir diis g6zlenenemstir. Ayrica biyotik
stres uygulanan gruplarda hastalinemli ortamda y@masi bitkinin bal
su icergini arttirdigl bu nedenle tuz stresine maruz kalmasigmemn bir
degisiklik gozlenmedgi distnulebilir.
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Calismamizda salatalik glerinin maruz kaldgl stres nedeniyle
olusan hasari belirlemek icin  kullanilan klorofil fliesansi (Fv/Fm)
Olcimleri yapiimgtir. Uygulamanin 7. gintiinde Sardes’te sadece 1d0 m
tuz uygulamasinda dis gozlenmgtir. 14. ginde ise 50 mM ve 100 mM
tuzda azalma olmgtur. Burada biyotik stresin fotosentetik verime isitk
olmamstir. Beith Alpha ¢gidinin stres kegullari altinda fotosentetik verimi

etkilenmemgtir.

Bitkiler stressiz keullar altinda ROS Uretimi ve detoksifikasyonu
arasindaki dengeyi sikica kontrol etmek zorundadifApel and Hirt,
2004). ROS seviyesi bluyume, gealie, abiyotik stres faktorlerine
patojenlere ve hicre dlimuine yanit mekanizmalarsidgal olarak gorev
alir (Gechev et al., 2006). ROS bitkilerin stresl&asg! verdikleri yanitta
stres metabolizmasi Urlnleri olarak toksik ya daniin bir sinyal molekul
olarak gorev yapar (Miller et al., 2010). Optimaisullar altinda bircok
metabolik glem ROS Uuretir (Zhu et al., 2004). Bitkiler kendife oksidatif
reaksiyonlarin olumsuz etkilerinden koruyan akiifleri siptirmede etkili
sistemlere sahiptirler. Bu sistemin bir parcasinostioksidatif enzimler
savunma mekanizmasinin anahtar parcasidir. Antlaksi enzim
aktivitesinin tuza toleransl pamuk (Meloni et &Q03), celtik (Fadzilla et
al., 1997), salatalik (Lechno et al., 1997)gday (Meneguzzo et al., 1999)
ve bezelye (Hernandez et al., 1999) bitkilerindag@rbelirlenmitir.

SOD’lar O;” 'i sUpirebilen ve ROS'u supuricti ilk  enzimdir.
Calsmamizda Sardes g#erinde SOD aktivitesi, 7. ginde tuz
konsantrasyonunun artmasi ile agim En belirgin ar biyotik stres
uygulanan gruplarda gostegtii. Sardes ¢gdinde biyotik stres uygulanan
grupta SOD aktivitesi %67’lik bir agti gosterirken Beith Alpha gmli
%404’luk bir arty saptannytir. Sardes gedinin yalniz tuz stresi uygulanan
gruplarinda 7. gunde SOD aktivitesi kontrole goiglg gostermgtir, 14.
ginde ise 50 ve 100 mM tuz uygulanan gruplarda $®ivitesi kontrole
gore sirasiyla %8 ve %14 arttm. Beith Alpha ¢eidinin yalnizca tuz stresi
uygulanan gruplarinda ise SOD aktivitesi kontroteeg7. ve 14. gunlerde
yaklasik 3 kat artmgtir. Bizim calsmamizla uyumlu olarak Lechno et al.
(1997) salatalikta tuz stresinin SOD aktivitesirtiedigini belirtmgtir. Li
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(2009), domateste, Huang (2009) ise salatalikfatigiacalsmada SOD
aktivitesinde aryy gozlemlemglerdir. Koca ve ark. (2007) tuza duyarl
Sesamum indicuntda tuza toleransli olan gide gore SOD aktivitesinde
disUs gozlemlemtir.

CAT, bitkide stres nedeniyle ortaya c¢ikanQdin supirtilmesinde
gorevli, peroksizomlarda bulunan bir enzimdir. @l&dif stres toleransinda
anahtar rol oynar (Apel, 2004). Katalaz aktivitést stresi, sicaklik ve
sqguk stresi ile azalabilir cinki cevresel stresleryarilan ikincil oksidatif
strese kan bitkinin cevabi ile ilgkili oldugu disinulmektedir. APX ve CAT
enzimleri birbirine benzerdir. APX, ROS sinyaheesinde rol oynar iken,
CAT'da stres sirasinda ROS’larin supurtulmesinderurstudur (Mittler,
2002). Fazla miktardaki #D, oncelikle CAT tarafindan ortadan kaldirilir,
az miktardaki HO,, APX ya da dger peroksidazlar tarafindan ortadan
kaldirihr.

CAT enzim aktivitesinin temel seviyesinin Beith Abp c¢gidinde
yuksek oldgu saptanmtir. Sardes gadinin 100 mM tuz stresi uygulanan
gruplarinda CAT aktivitesinde 7. guinde %19’luk, Binde ise %8'lik bir
artis gozlenmgtir. Buna kagilik Beith Alpha CAT aktivitesi 100 mM tuz
uygulanan gruplarda 7. ginde kontrole gore 4 kdt,ginde ise 2 kat
artmstir. Sardes gadinde biyotik stresin tek olarak uygulagdigruplarda
7. gunde CAT aktivitesi kontrole gore %63 artarkBaith Alpha ¢eidinde
yalnizca %16’k bir arty gozlenmgtir. Sardes ggdinde biyotik stres ve
tuzun birlikte uygulandy gruplarda genellikle kontrole gore ik CAT
aktiviteleri belirlenmgtir. Beith Alpha c¢eidinde biyotik stres ve tuzun
birlikte uygulandg gruplarda ise oldukca yiksek CAT aktivitesi
saptanmytir. Biyotik stres+ 50 mM tuz uygulanan gruplardav@ 14. gtinde
kontrole gore yakkak %57 daha yiksek CAT aktivitesi saptagimni CAT
aktivitesindeki ary 6zellikle 7. Gin biyotik stres+100 mM tuz uygulana
grupta cok dikkat cekicidir (kontrolin 6 kati). BeiAlpha'nin CAT
aktivitesi ise Sardes’e gore cok yuksektir. Huangle (2009), 100 mM
NaCl uyguladiklar salatalik bitkisinde tuz stresioggli olarak CAT enzim
aktivitesinde aryg meydana geldini ifade ederken, Lechno et al., (1997)
salatalikta, Ygar ve ark., (2008a,b) fasulye ve karpuzda, yagtikl

calismalarda CAT enzim aktivitesinin tuz stresi g@amda arty gosterdgini
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bu artsin toleransh olan bitkilerde 6n plana cgti ifade etmglerdir.
Baskilanmg katalazli transgenik tutiin bitkilerinde ROS seleye hem
biyotik hem abiyotik strese karartmstir(Apel and Hirt, 2004 ). Lee et al.
(2001) celtikte CAT aktivitesinin tuz stresi uygném bitkilerde kontrole
gore digmesini, CAT'In deaktive olmasinin bitkide askorbglutatyon
dongusu ile alakal olarak APX enzim aktivitesirai®sla iliskilendirerek
aciklamstir.

APX, sitoplazmada, glioksizom ve peroksizomlar@gamitokondride
bulunur. Bitkinin kloroplastinda meydana gelegCOhinin stupurilmesini ve
kloroplastin oksidatif hasara karkorunmasini gdar. Sardes’te tuz stresi
uygulanan gruplarda enzim aktivitesi kontrole g@emstir fakat en
belirgin sekilde biyotik stres ile artrgir. Biyotik stres uygulanan grupta 7.
guinde kontrole gore yaldék 6 katina ¢ikmtir. Biyotik stres uygulamasinin
14. gununde de APX aktivitesinde %112’lik bir argdzlenmgtir. Yine
Sardes c¢gdinde biyotik strese sgamanli uygulanan 100 mM tuz stresi
gruplarinda tuz stresi gruplarinda APX aktivites#. 1ginde kontrol
grubunun 10 katina cikstir. APX, GPX, tuz stresi aginda artma gosterir.
Celtik yapraklarinda NaCl stresi ile APX aktivitesrtmstir (Lee et al.,
2001). Beith Alpha g¢adinin temel APX enzim seviyesi ger caide gore
daha yuksektir. Yalniz tuz uygulanan gruplarda 8ardgidine gore cok
yuksek APX aktivitesi tespit ediltir. Beith Alpha ¢egidinin biyotik stres
uygulanan gruplarinda APX aktivitesi ¢ok yuksekiBardes gadinden
farkli olarak Beith Alpha’nin biyotik stres +100 mMuz uygulanan
gruplarinda APX aktivitesi 7. ginde kontrole gdmeklasik 8 kat yuksek
iken, 14. gunde ise APX aktivitesi kontrole goreklgatk 3 kat daha
fazladir. Lee et al (2001) celtikte yapti calsmada tuz stresi
uygulamasindan 1 gin sonra APX aktivitesinin @riti 3 giin sonrada en
st seviyeye geldini belirtmistir.

H.O, kloroplastlardaki peroksidazlar tarafindan sipirghsada and
Takashi, 1987). Peroksidazlarin bu sipurictu ginmevilsinda biyime
gelisime ve lignifikasyonda da gorevi vardir. Sardesiidiede POX
aktivitesi 7. ve 14. gunlerde 50 ve 100 mM tuz stréde artrytir fakat 50
mM NaCl'de daha cok agtl gostermgtir. Ayni sekilde Beith Alpha
¢esidinde de 50 mM ve 100 mM NaCl'de grgostermg fakat 50 mM da
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daha cok ar§i olmwtur. Bu POX'un tuz stresine pl olarak olgan ve
bitkinin koklerinden suyu alamamasi ile ortaya qikauraklsin bitkideki
POX aktivitesini arttirdii soylenebilir. Sardes géinin temel POX
seviyesi dger ¢caide gore daha yuksektir. Biyotik stres uygulanamptarda
POX aktivitesi kontrole yakin gerlere dgmistir. Biyotik stres+tuz
uygulanan gruplarda 7. ginde kontrole gorgusliil4. ginde ise kontrole
gore buyuk bir arl (%124) olmytur. Beith Alpha cgdinde biyotik stres
uygulanmasi ile POX aktivitesi 7. gunde kontroleeg® kat, 14. ginde
kontrole gore taklak 2 kat artmgtir. Biyotik stres ve tuz stresinin birlikte
uygulandgl gruplarda da POX aktivitesinin hem 7. giinde henidl. giinde
kontrole gore yuksek olgu g6zlenmgtir. Sardes’e gore Beith Alpha’da
biyotik strese yanitta POX'un daha etkin giduwg6ralmigtar.

GR, mitokondri ve sitoplazmanin yani sira klorop&sla bulunur
(Edwards et al., 1990). GR aktivitesi, Sardegdpede 7. ginde yalniz tuz
uygulanan gruplarda dik bir arts gosterirken biyotik stres uygulanan
gruplarda kontrole gére 3 kat arggostermgtir. Biyotik stres +50 mM tuz
uygulanan grupta kontrole gore %50, biyotik stré®G-mM tuz uygulanan
grupta ise %16’k bir arfi gOzlenmgtir. Sardes c¢gdinde stres
uygulamasinin 14. gundnde biyotik stres +100 mM uygulanan grupta
GR aktivitesi yaklaik 2 kat artty gosterirken, dier stres gruplarinda
kontrole gore GR aktivitesinde glig gozlenmgtir. 7. ginde Beith Alpha
¢esidinin 50 mM tuz stresi uygulanan gruplarinda GRatesinde kontrole
gore yaklaik 4 kat, 100 mM tuz uygulanan grubunda ise 3 kats a
gozlenmgtir. Benzersekilde tuz stresi uygulamasinin 14. gininde de GR
aktivitesinde 50 mM tuz uygulanan grupta kontradeegyaklaik 3 kat, 100
mM tuz uygulanan grupta da yakla 3.5 kat ary belirlenmitir. Beith
Alpha’nin 7 gun biyotik strese maruz kakmgruplarinda GR aktivitesi
kontrole gore yaklak 10 kat artmgtir. 14 gin biyotik strese maruz kakmi
gruplarinda ise GR aktivitesi 2 kat argdstermgtir. 7. ginde Beith Alpha
¢esidinde biyotik stres+ 50 mM tuz uygulanan grupta &&vitesi kontrole
gore 4 kat artmgtir. Biyotik stres+ tuz uygulanan gruplarda ise Kat
artmstir. 14. gunde ise biyotik stres ile birlikte uygohn her iki tuz
konsantrasyonunda da GR aktivitesinde kontrole gaidssik 2 kat arts

devam etmitir. Koca ve ark. (2007) tuz stresinde ke susam bitkisinde
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GR aktivitesinin artgini belirtmitir. Misir bitkisinde yapilan bir ¢calmada,
tuz stresinin bitkilerde GR enzim aktivitesini kooit bitkilerine gore
arttirdgi bildirilmi stir (Neto et al., 2006).

Lipit peroksidasyonu, géli cevresel streslerle uyarilir ve tuzagha
oksidatif hasarin vaghini belirlemek icin kullanilabilir (Elkahoui et al.
2005). Lipid peroksidasyonun son Urtint olan MDAiigietiobarbiturik asit
reaksiyonu sonucu elde edilir (Seckin et al., 200Bardes’te MDA miktari
tuz stresinin uygulanmasi ile argnifakat biyotik streste azalgtir.
Biyotik+50 mM tuz stresinde yine agtgostermgtir. MDA seviyesi biyotik
stresle etkilenmemgj tuz stresi ile ar§i gostermgtir. SOD, POX, APX,
CAT, GR enzim aktiviteleri biyotik stresle artarkdiDA seviyesi biyotik
stresle dgismemitir. Biyotik stresin  ROS siUpdrict olarak enzim
aktivitelerini kullandgi soylenebilir. Beith Alpha’da da biyotik stresleCMA
seviyesi dgismemiktir.

Prolin en ¢ok sitoplazmada sentezlenir, son yldakloroplastlarda
da sentezlendi belirlenmgtir (Szekely et al., 2008). Membran kargnhda
roli vardir. Stres sirasinda vakuol ve sitoplazmadierek, OH’nin
olusturdusu hasara kar protein, DNA ve zarlari korur. Prolin miktarinin
artigl bitkinin strese tolerans kazanmasinglaa Sardes’te stres miktarinin
artmasi ile kademe kademe adosteren prolin miktari, Beith Alpha ‘da 7.

gln biyotik streste agtigostermtir.
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