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OZET

Doktora Tezi

Farkli Korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) Ekotiplerinin Tuza Toleransinin Belirlenmesi

ve In vitro Mutagenesis Teknigi Araciligiyla Yeni Korunga Hatlarinin Gelistirilmesi

Ramazan BEYAZ

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danigman: Prof. Dr. Cengiz SANCAK

Ozet Metni

Bu arastirmada, farkli korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) ekotiplerinin ('Kogas',
'Malya', 'Altinova' ve 'Ulas') tuza (NaCl) tepkilerinin belirlenmesi ve in vitro mutagenesis
teknigi araciligiyla tuza (NaCl) toleransh yeni korunga hatlarinin gelistirilmesine yonelik
caligmalar yiritiilmistiir. Arastirmada korunga ekotipleri; tohum ¢imlenme yiizdesi, fide
ve kok boyu, fide yas ve kuru agirlik, klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, antioksidatif
enzimler (SOD, CAT, APX ve GR), lipid peroksidasyon (MDA) ve prolin bakimindan
degerlendirilmistir. Artan tuz stresine bagli olarak; incelenen morfolojik parametrelerin
birim degerlerinde azalis ve incelenen fizyolojik parametrelerin birim degerlerinde ise artis

saptanmigtir. Aragtirma sonucunda, tuza tolerans bakimindan Kocas ekotipi 6ne ¢ikmustir.

In vitro mutagenesis olusturmak amaciyla, korunga ekotiplerinin tohumlar1 kobalt-60 gama
151n kaynagi ile 1isinlanmistir. Isinlanan tohumlarin seleksiyonu, 150 mM NaCl iceren MS0
besi ortamindan in vitro kosullar altinda yapilmistir. Daha sonra, seraya aktarilan bitkilere
tekrar 150 mM NaCl uygulanarak ikinci defa seleksiyon yapilmistir. Calisma sonucunda

tuza tolerans bakimindan tistiin 49 adet bitki tarlaya aktarilmistir.

2014, 108 sayfa

Anahtar kelimeler: Korunga, Tuza (NaCl) tolerans, In vitro mutagenesis ve seleksiyon.



ABSTRACT

PhD Thesis

Determination of Salt Tolerance of Different Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.)
Ecotypes and Improvement of New Sainfoin Lines via In vitro Mutagenesis Technique

Ramazan BEYAZ
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Dr. Cengiz SANCAK
Abstract Text

In this research, the studies related to determination of salt tolerance of different sainfoin
(Onobrychis viciifolia Scop.) ecotypes ('Kogas', 'Malya', 'Altinova' and 'Ulas’) and
improvement of new sainfoin lines via in vitro mutagenesis technique, have been caried
out. In the resarch, in term of seed germination percentage, seedling and root lenght,
seedling wet and dry weight, chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, antioxidant
enzymes (SOD, CAT, APX and GR), lipid peroxidation (MDA) and proline, sainfoin
ecotypes were evaluated. Depending on the increased salt stress; reduction in unit values of
the observed morphological parameters and increase in unit values of the observed
physiological parameters were determined. As a result of research, in term of salt

tolerance, Kocas ecotype came to the fore.

To create mutagenesis, seeds of sainfoin ecotypes were irradiated by Cobalt-60 (*°Co)
source. Selection of irradiated seeds were made from MSO medium containing 150 mM
NaCl under in vitro conditations. After that, plants ,which are transfered to the greenhouse,
were selected again. In conclusion, 49 plants, which are superior for salt tolerance, were

transfered to the field.

2014, 108 pages
Keywords: Sainfoin, Salt (NaCl) tolerance, In vitro mutagenesis and selection
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ONSOZ

650 cins ve 18000 tiir ile ¢icekli bitkilerin 3. biiyiik familyas1 olan baklagiller (Fabaceae
veya Leguminosae) diinyada genis bir yayilim alan1 gostermektedir. Baklagiller diinyaki
bitkisel iiretimin yaklasik % 27 sini olusturan en 6nemli ikinci familyadir. Yeryiizindeki
baklagillerden insan yiyecegi, hayvan yemi, yesil giibre, kereste, sakiz ve yag endiistri ham
maddesi gibi ¢esitli yonlerden yararlanilmaktadir. Tiirkiye diinyadaki en Onemli
baklagillerin gen merkezlerinden birisidir. Tiirkiyede yonca ve fig’den sonra yem bitkileri
tarimi agisindan t¢iincii sirada yer alan korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) bu 6nemli
familyanin iiyelerinden birisidir. Hem Avrupa’da hem de Tiirkiye’de ¢ok genis bir alanda

yayilim gdstermektedir.

Tuzluluk, bundan 4000 yil 6nce tarim yapilan Mezopotamya topraklarinda da var oldugu
iyi bilenen, o zamandan beri kiicik ama devam eden, hem sulanan hem de kurak
bolgelerde goriilen, onemli bir sorundur. Bu sorun gittik¢e artmaktadir. Ciinkii tarimini
yaptigimiz kiiltiir bitkilerinin ¢ogu tuzluluga karsi dayaniksizdir (93). Dolayisiyla bu
sorunla miicadele ig¢in kiiltiiriinii yaptigimiz bitkilerin Oncelikle bu probleme karsi
toleranslarinin belirlenmesi ve daha sonra cesitli bilimsel yaklasimlar ile (6zellikle
biyoteknolojik) tuzluluga toleransh bitki cesitlerinin gelistirilmesi hem diinya hem de

Tiirkiye tarimi i¢in 6nem arz etmektedir.

Bu c¢aligmamizda Tirkiye’de korunga tiirleri icerisinde en genis yayilim alani gosteren
Onobrychis viciifolia Scop. tiirtiniin dort farkli ekotipine ait bireylerin tuz stresine karsi
olan tepkilerinin belirlenmesi ve tuza toleransli hatlarimin gelistirilmesi noktasinda

aragtirmalar yliriitilmustiir.

Avrupa’da 6nemli ve biiyiik projelere (COST:Action, web: http://sainfoin.eu/healthy-hay-
project -online) konu olan ve ¢esitli yonleriyle bilimsel arastirmalar1 yapilan 6nemli bir
yem bitkisi olan korunga i¢in yliriitmiis oldugumuz bu calisma ile bilimsel literatiire katki
saglamak ve ayrica diinyada ve Tirkiye’de korunga bitkisi i¢in yapilacak tuzluluk ile ilgili
bilimsel calismalara kaynak olusturmak mutluluk vericidir. Gelecekte bu konu tizerinde

calisacak olan arastirmacilara faydali olmasini dilerim.
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1.GIRIS

Korunga, ¢ok eski yillardan bu yana tarimi yapilan bir baklagil yem bitkisidir. Korunga
tiirleri Baltik Denizi’nden, Akdeniz, On Asya ve Sibirya’ya kadar olan genis bir alanda
dogal yayilim gostermektedir (1). Bu bitkinin yayilma alani i¢erisinde yer alan Tiirkiye’de
52 adet tiirii bulunmakta olup, bunlarin da 27 tanesi endemiktir (2). Genis bir yayilis alan1
gosteren korunganin diinyada ve Tiirkiye’de en fazla kiiltliri yapilan tiirii ise Onobrychis

viciifolia Scop. = Onobrychis sativa Lam.’dir (Sekil 1.1.).

Esparfette.

Sekil 1.1. Onobrychis viciifolia (3)

Korunga oOnemli tarimsal Ozellikleri ile yem bitkilerinin krali olarak taninmaktadir.
Yoncanin yetisemedigi kirag, zayif, cakilli, kirecli topraklarda yetistirilebilir ve tuza
dayanimu yiiksektir (4). Kurak sartlarda diger baklagil yem bitkilerine gore daha verimlidir
ve suyun problem oldugu bir¢ok iklim ve toprak sartlarinda yetisebildigi i¢in ekim ndbeti
planlamasinda 6nemli bir yere sahiptir. Korunganin besleme degeri yiiksek olup, yemi
azotsuz 0z maddeler, ham yag ve ham protein bakimindan zengindir. Hazim olmay1
olumsuz yonde etkileyen lignin maddesi korunga otunda yoncadan daha azdir (5).
Dolayisiyla korunga saf ve karisim halinde kira¢ sartlarda, yapay mera karigimlarinda
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kullanilabilen bir yem bitkisidir. Bu bitkinin otlatma bakimindan diger 6nemli bir 6zelligi
de ilkbaharda erken gelismeye baslamasidir. Boylece diger bitkiler gelismeye baslamadan
hayvanlara yem saglayabilmektedir.

Korunga aricilik ve bal iiretiminde de 6nemli bir bitkidir. Korunganin gosterisli
cigeklerinde bol miktarda bal 6zii (nektar) bulunmaktadir. Korunga bitkisi hayvanlara iyi
bir yem kaynagi olmasi yaninda topraklarin 1slahi agisindan da biiyiik 6nem tagimaktadir.
Kokleri ¢ok kuvvetli oldugu i¢in derinlere dogru ilerleyerek ana kayay1 parcalar ve toprak
olusumunu hizlandirir. Derinlere giden kokleri ile topragi havalandirir ve besin
elementlerini kullanir. Koklerinin katyon degisim kapasitesi yliksek oldugundan verimsiz
topraklarda rahatlikla yetistirilebilir. Bunun yaninda bir baklagil yem bitkisi olmasi
nedeniyle simbiyotik fiksasyonla havanin serbest azotunu baglayarak topragin azotca
zenginlesmesini saglar (5). Tiirkiye’de engebeli topografik alanlardan olusmus milyonlarca
hektar mera arazisi, agir ve zamansiz kullanim sonucu bitki Ortiisiiniin 6nemli bir kismini
yitirmig ve erozyona ag¢ik duruma gelmistir. Korunga, kuvvetli gelisen kok sistemi
sayesinde bu alanlarda gilivenle kullanilabilir. Korunga Tiirkiye’de yoncadan ve figden
sonra iigiincii en ¢ok tarrmi yapilan yem bitkisidir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)
verilerine gore Tirkiye’de 2013 yili igerisinde 1.914.391 (yesil ot) dekarlik alanda
1.630.572 ton yesil ot, 14.420 (tohum) dekarlik alanda 636 ton korunga tohum iiretimi
gerceklestirilmistir (6). Birgok kiiltiir bitkisinin kolay kolay yetistirilemedigi kiregli ve
Kuru, kirag topraklarin degerlendirilmesi i¢in korunganin kullanilmasi onun ¢ok dnemli bir
ozelligidir (4). Korunga bitkisi kurak ortamlarda yetisebilmekte ve bu alanlarda tuzluluk

sorunu ile karsilagsmaktadir.

Tuzluluk diinya topraklarinin énemli sorunlarindan birisidir. Diinyada her yil 10 milyon ha
arazinin tuzluluk etkisiyle elden ¢ikmasi, sorunun boyutunu daha iyi g6z Oniine
sermektedir (7). Tuzluluk problemi kurak ve yari kurak bolgelerde ve yagisin yetersiz

oldugu bolgelerde dogal olarak bulunmaktadir.

Kurak ve yar1 kurak bolgeler diinyadaki toplam alanin yaklasik % 46’si kaplar. Bu iklim
bolgelerinde sulanan alanlarin yaklasik % 50’sinde ise degisik diizeylerde tuzluluk sorunu
vardir. FAO/UNESCO tarafindan hazirlanan raporlarda, Diinya Toprak Haritas: verilerine
dayanarak, diinya genelinde 954 milyon ha tuzdan etkilenmis ve tiretkenligi kisitlanmis

toprak bulundugu bildirilmektedir. Bu tip sorunlu topraklar, Afrika’da 80.5 milyon,



Avrupa’da 50.8 milyon, Avustralya’da 357.3 milyon, Amerika’da 146.9 milyon ve Asya
kitasinda 319.3 milyon ha alan kaplamaktadir (8).

Tirkiye topraklari, kurak ve yari1 kurak bdlgeler igerisinde yer almaktadir. Bu sorun
Tirkiye topraklarin1 da onemli Olgiide etkilemektedir. Tirkiye Gelistirilmis Toprak
Haritas etiidlerinde kullanilan tuzluluk ve alkalilik kriterlerine gore Tiirkiye’de 1.518.722

ha alanda tuzluluk ve alkalilik (¢oraklik) sorunu tespit edilmistir (Cizelge 1.1.) (8).

Cizelge 1.1. Tirkiye topraklarmin tuzluluk derecesi ve alanlar (8)

Tuzluluk derecesi Alan (ha) Toplamdaki %’si
Hafif Tuzlu 614.617 41
Tuzlu 504.603 33
Alkali 8.641 0.5
Hafif Tuzlu Alkali 125.863 8
Tuzlu Alkali 264.958 17.5

Toplam 1.518.722 100

Yapilan bir aragtirmaya gore Oniimiizdeki 75 yil igerisinde tarim arazilerinin yaklagik,
sadece % 10 artabilecegi, buna karsin diinya niifusun iki katina ¢ikacagi ve bu artigin
bliylik bir kisminin, tuzlulugun yaygin oldugu diinyanin kurak ve yar1 kurak bolgelerinde

olmasi konunun ciddiyetini gostermektedir (8).

Bitkiler tuz stresinin zararl etkilerinden korunmak i¢in bircok biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmaya sahiptir. Temel biyokimyasal mekanizmalar: i) antioksidatif enzimlerin
uyarilmasi, 11) iyon dengesi ve iii) osmolitlerin (prolin, birden ¢ok hidroksil grubu igeren

alkoller ve glisin-betain) biyosentezidir (9).

1) Antioksidatif savunma sistemi: Tuzluluk ile uyarilan oksidatif stres sirasinda, bir¢ok
sitotoksin ROT lar (niikleik asitlerin, yaglarin ve proteinlerin oksididatif yikimi vasitasiyla
normal metobolizmay1 bozabilen) mitokondri, peroksizom ve sitoplazma gibi organellerde
stirekli olarak iretilmektedir. ROT’lar atmosferik oksijen molekiiliiniin (O,) kademeli
olarak indirgenmesi ile olusurlar. Siiperoksit (O2") radikalleri, hidrojen peroksit (H,O,),
hidroksil radikalleri (OH) ve tek oksijen (*O,) bu kademeli indirgenen biyokimkasal

reaksiyonun ara tiriinleri olarak meydana gelmektedir (Sekil 1.2.) (9).
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Sekil 1.2. Enerji transferi vasitasiyla Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) olusumu (10).

Evrim siireci igerisinde bitki hiicreleri kendilerini tuz stresi ve onun olusturdugu oksidatif
strese karst korumak i¢in enzimatik (SOD, APX, GPX, GR, CAT, vb.) ve enzimatik
olmayan (askorbat, glutatyon, karotenoid ve flavonid vb.) karmasik antioksidant savunma
sistemleri olusturmustur. Bircok bitkide antioksidatif enzim aktivitesi ve ekspresyon
seviyesi farklidir. Bu farklilik tuz stresine karsi bazi genotiplerin daha toleransli, bazi

genotiplerin ise daha hassas olmasindan kaynaklanmaktadir (9).

Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksitlerin (O;") oksijene ve hidrojen peroksitlere
donligimiinii  katalizleyen bir metallo enzimdir (Cizelge 1.2.) (9). Siiperoksitlerin
uzaklastirilmasini saglar. Boylece, metal ile katalizlenmis Haber-Weiss tipi reaksiyon yolu
ile stiperoksitlerden daha tehlikeli olan hidroksil radikallerinin olusum riskini azaltir. Bu
reaksiyon dogal dismutasyondan 10000 kat daha hizli gergeklesir. Cesitli cevresel
streslerin ROT miktarin1 artirmasi sonucunda olusan toksik etkiye karsi antioksidatif
savunmanin ilk hatti olarak SOD enzimleri gorev alir. Ayrica bitkilerde stres toleransinda
onemli bir rolii oldugu bilinmektedir. SOD’lar metal kofaktorlerine gére 3 gruba (Cu/Zn-
SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD) ayrilirlar. Bu izoenzimler farkli hiicresel kompartimanlarda
(Fe-SOD kloroplastlarda, Mn-SOD mitokonri ve peroksizomlarda, Cu/Zn-SOD kloroplast

ve sitozollerde) lokalize olmuslardir (10).

Katalazlar (CAT), H,O;’yi dogrudan olarak H,O ve O,’ye pargalayan yapisinda demir
grupu bulunduran tetramerik enzimlerdir (Cizelge 1.2.). Katalazlar diger andioksidatif
enzimler icerisinde en hizli sekilde mevcut oranini artiran enzimlerdir. Bir katalaz enzimi
(veya katalaz molekiilil) yaklagik 6 milyon hidrojen peroksit (H2O;) molekiiliinii bir dakika
igerisinde  parcalayabilme kapasitesine  sahiptir.  Katalazlar  peroksizomlar ve

glioksizomlarda lokalize olmuslardir. Peroksizomlarda gergeklesen piirin katabolizmasi ve
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fotorespirasyon ile yag asitlerinin oksidasyonu sonucunda olusan H;O;’lerin

uzaklastirilmasinda 6nemli gérevleri vardir (10).

Cizelge 1.2. Reaktif oksijen tiirlerini (ROT) yok eden 6nemli enzimler (10)

Antioksidan enzim Enzim Kodu Katalizledigi Reaksiyon
Siiperoksit dismutaz (SOD) EC 1.15.1.1 Oy~ + O,- + 2H" —2H,0, + O,

Katalaz (CAT) EC111.16 HyO; —»Hy0 + 20,

Askorbat peroksidaz (APX) EC1.11.1.11 H,0,+ AA — 2H,0 + DHA

Glutatyon rediiktaz (GR) ~ EC 1.6.4.2  GSSG + NAD(P)H —2GSH+NAD(P)*

Askorbat peroksidaz (APX), yiiksek yapili bitkilerin, alglerin, oglena ve diger
organizmalarin hiicrelerinde ROT’larin yok edilmesinde en onemli rolii oynamaktadir.
APX H0O,’nin yok edilmesinde, su-su ve askorbat-glutatyon dongiilerinde gorev
yapmaktadir. Ayrica yine bu iki dongiide askorbatdan elektron verici olarak
faydalanmaktadir. APX enzim ailesi, tilakoid-APX (tAPX) ve glioksizom-APX (gmAPX)
ve Kkloroplast stroma-APX (sAPX) dahil olmak iizere en az bes farkli izoforma sahiptir.
APX’in, HyO7’ye afinitesi (ilgisi) CAT’dan daha yiiksektir. ROT’larin yok edilmesinde

diger antioksidatif enzimlere gére daha 6nemli bir rol almaktadir (10).

Glutatyon rediiktaz (GR), hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda bulunan bir flavo-
protein oksirediiktazdir. ASH-GSH dongiisiiniin temel enzimidir. ASH-GSH doéngiisiinde
GSH’1n indirgenmis durumunun stirekliligini saglamaktadir. Boylece ROT’lara karsi
savunma sisteminde Onemli rol oynamaktadir. Esas olarak kloroplastlarda bulunmakla
beraber bir miktar mitokondri ve sitozolde de bulunmaktadir. GR, glutatyon-distlfit
(GSSG)’in glutatyona (GSH) donlismesini saglar (Sekil 1.3.). GR oksidatif strese karsi
savunma sisteminde gorev alirken, glutatyon siilfidril (-SH) gruplarinin ve glutatyon S-
transferazlar enzimleri i¢in substrat devamliligini saglayarak hiicre sistemi icerisinde
onemli rol oynamaktadir. GR ve glutatyon strese toleransl bitkilerin belirlenmesinde ¢ok

onemli rol oynamaktadir (10).

Tuzluluk, kuraklik ve sicaklik gibi abiyotik stresler altindaki bitkilerde bulunan ve streslere
cevap veren ROT savunma mekanizmalar1 Sekil 1.4.°de gosterilmektedir. Bu savunma

mekanizmalar hemen hemen bircok hiicresel kompartimanlarda bulunmaktadir. Su-su
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dongiisii kroloplastlarda (Sekil 1.4.-A), askorbat-glutatyon dongiisii kloroplast, sitozol,
mitokondri, apoplast ve peroksizomlarda (Sekil 1.4.-B), glutatyon peroksidaz dongiisii
(Sekil 1.4.-C) ve katalaz (CAT) (Sekil 1.4-D) peroksizomlarda bulunmaktadir.

O ‘Zr
9
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& %
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[\

NADPH NADP*

Sekil 1.3. Glutatyon rediiktaz ve hiicresel redoks (ASA: Askorbat, DHA: Dihidroksi
askorbat, GSH: rediikte glutatyon, GSSH: okside glutatyon) (10)

Siiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit radikallerinin (O;) hidrojen peroksite (H,0,)
doniisimiinde ilk rolii oynar. Daha sonra bunu takiben hidrojen peroksitin (H,0,)
deoksidasyonu i¢cin APX, GPX ve CAT enzimleri devreye girer. Katalazin (CAT) aksine
APX ve GPX enzimleri askorbat ve/veya glutatyon olusum dongiisiine ihtiya¢ duyarlar
(Sekil 1.4.A-C). Bu dongii elektronlart direkt olarak kloroplastlardan ve/veya NAD(P)H

indirgenmesinden aciZa ¢ikan enerjiden kullanir.

i) Iyon dengesi: Tuzluluk, K'/Na" oranin degisimi sonucunda olusan artan Na® ve CI
konsantrasyon ile bitkilerde iyon spesifik streslere neden olmaktadir. Bitkilerde iyon
oraninin degisimi K'/Na* oraninin bozulmasiyla olusmaktadir. Bitkilerin yiiksek tuz
konsantrasyonunda biiyiimelerini siirdiirebilmeleri igin sitozoldeki K*/Na" orani anahtar rol
oynamaktadir. Bitkiler, sitozoldeki K'/Na" oranmi korumak i¢in: Na* iyonlarmin hiicre
ierisine girigini azaltmak, Na® iyonlarmi hiicre disinda tutmak ve Na® iyonlarmi
vakuollerde biriktirmek gibi farkli stratejiler kullanmaktadir. Bu iyon mekanizmalari diigiik
NaCl konsantrasyonlarinda tolerans icin bir derece olanak saglasa da, yliksek tuz
konsantrasyonlarinda anahtar metabolik yolaklarin ve biiyliimenin inhibasyonu sonucu bu

mekanizmalar ¢aligmamaktadir (11).



iii) Osmolitlerin biyosentezi: Tuz stresi altinda, bitkiler tuz alinmmini kisitlar  ve

osmolitlerin biyosentezi ile osmotik basinci ayarlar.

SOD APX

HZO'" 1L > e- 00 >PS| 0O >OZ- I]I:II:> H%i\?
AsA DA

A- Su-Su Dongiisii

202 ] e—— HZO

AsA (APX) MDA

a

NAD(P)H
MDAR
NAD(P)*

AsA+DHA SSG NAD(P)"
DHAR GR
AsA GSH NAD(P)H

SOD B-Askorbat-Glutatyon Dongiisii

| H20: GSSG NAD(P)*
/ GPX GR
or ol | HO GSH NAD(P)H

C- Glutatyon peroksidaz (GPX) dongiisti

CAT
HZOZ o 02

D-Katalaz

Sekil 1.4. Bitki hiicresinde reaktif oksijen tiirlerine kars1 savunma mekanizmalar1 veya
yolaklart (12). A) Su-su dongiisi. B) Askorbat-glutatyon dongiisii. C) Glutatyon
peroksidaz dongiisii. D) Katalaz aktivitesi. Kisaltmalar: PSI, fotosistem I; AsA, askorbat;
MDA, monodihidroaskorbat; DHA, dihidroaskorbat; DHAR, dihidroaskorbat rediiktaz ;
GSH, rediikte glutatyon; GSSH, okside glutatyon; MDAR, MDA rediiktaz.

Osmolitler diisiik molekiiler agirligt ve hiicre igerisinde yiiksek konsantrasyonda bile
genellikle toksik olmayan yiiksek ¢oziniirliikleri olan molekiillerdir (9). Bu osmolitler
prolin, siikroz, hidroksil grubu igeren alkoller, trehaloz ve glisin- betain, kuanerter
amonyum (Glisin betain, alenin betain, prolin betain, hidroksilprolin betain ve kohlin O-
stilfat) dur (13). Prolin bitkileri osmotik stresten koruyan en énemli osmolitlerden biridir.
Tuz stresi altinda, doku igerisinde biriken prolinin osmotik basinci ayarlama, strese direng
sonrasi bliylime i¢in karbon ve azot rezervi, amonyumlarin detoksifikasyonu, hiicre zariin

stabilizasyonu, foto sentetik aktivite ve mitokondriyal fonksiyonlarin korunmasi ve serbest
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radikallerin yok edilmesi gibi birgok fonksiyonu vardir. Ayrica prolin miktar1 (birikimi)
tirlere gore degismektedir (9).

Bitki hiicreleri igerisinde prolin birikimi; diger amino, imino asitler ve protein yapisina
katilmayan amino asitlerden olan sitrulin ve ornitin (ornithine) gibi amino asitlere gore
daha fazladir. Prolin birikimi normal olarak sitozol igerisinde olusur. Osmotik olarak ¢ok
aktif olan prolin ozellikle NaCl’nin bitki hiicresinin membraninda olusturacagl zarari
azaltir ve hiicre membraninin stabilitesinin korunmasina yardimei olur. Yiiksek yapili
bitkilerde prolin biyosentezi L-ornitin (ornithine) ve L-glutamat (glutamate) olmak tizere
iki alternatif yol ile gergeklestirilir (Sekil 1.4.). Ayrica bitkilerde oldugu gibi, memelilerde
ve mikroorganizmalarda da L-glutamat (glutamate) ve L-ornitin (ornithine) prolin
biyosentezindeki 6ncii molekiillerdir (14).

L-glutamat L-ornitin

NADPH P5CS a-ketoglutarat ornitin-oxo-asit
ATP trasnmitaz
L-glutamat

Fosfat NADP?
ADP

L-glutamat y-semialdehit

o

H,0
v
prolin 5-karboksilat

H+
NAD(P)H E P5CR
NAD(P)*

v

L-prolin

Sekil 1.5. Prolin biyosentez yolagi (14)

Iki enzim prolin-5-karbolsilat sentetaz (P5CS) ve prolin-5-karbolsilat rediiktaz (PSCR)
prolin biyosentez yolaginda temel rol oynamaktadir (Sekil 1.5.). Prolin miktar1 bitkilerin



tuz stresine karst toleransinin belirlenmesi noktasinda Onemli bir parametre olarak

literatiirde gosterilmektedir.

Literatiirde gosterilen bir diger 6nemli parametre ise hiicre zarinda bulunan yaglarin
(lipidlerin) peroksidasyonudur. Yaglarin peroksidasyonu, yasayan her canli organizmada
meydana geldigi bilinen en zarar verici islemler olarak nitelendirilmektedir. Cesitli stresler
altinda, hiicre zarindaki yikimi, bazen lipid yikim seviyesinin tek belirleyicisi olarak ele
alimir. Simdilerde, lipid peroksidasyon sirasinda seviyesinin belirlenmesinde c¢oklu
doymamig oncli maddelerin (ketonlar, malondialdehit (MDA) ve iliskili diger bilesenler
gibi kiiciik hidrokarbon fragmentleri) kullanilabilecegide fark edilmistir. Bu bilesiklerden
bazilar1 tiobarbiitirik asit (TBA) ile renk olusturacak bir bilesik icin etkilesime girerler.
Lipid peroksidasyon baslama, ilerleme ve sonuglanma olmak iizere 3 asamada gergeklesir.
Linoleik (18:2) ve linolenik (18:3) doymamis yag asitleri hiicre zarina akigkanlik 6zelligi
kazandiran temel bilesenlerdir (9). Reaktif oksijen tiirleri (6zellikle HO-ve 'O, gibi)
doymamig yag asitlerine saldirida bulunurlar. Devam eden lipid peroksidasyon, hiicre
zarindaki akiskanlik, gecirgenlik ve hiicre zarinda bulunan proteinlerin yapisinin
bozulmasma neden olur. Bu yag asitlerini peroksidasyonu sonucu keto yag asitleri, 4-
Hidroksi-2-nonenal (HNE) ve malondialdehit (MDA) olusur (Sekil 1.6.). Aldehitlerin
kirilmas1 sonucu olusan bilesikler DNA ve proteinler ile etkilesime girerler. Cesitli
abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasi nedeniyle lipid

peroksidasyoda (LPO) artis oldugu belirlenmistir.

1N R s — ROS © o
; (CH,),COOH ‘ '
Linolenik asit Malondialdehit
OH
S ROS ’ o
H1:Cs (€H),coon — . HuCs
Linoletk asit 4-hidroksi-nonenal (HNE)

Sekil 1.6. Linoleik (18:2) ve linolenik (18:3) yag asitlerinin oksidasyonu (ROT: Reaktif
oksijen tiirleri) (9).



Reaktif oksijen tiirleri kuraklik ve tuz stresleri sirasinda bitki hiicresinin farkl
organellerinde olusur. Kloroplastlarda fotosistem-I ve fotosistem-II reaksiyonlarinin
merkezi olan tilakoidler, ROT’larin olustugu 6nemli bir yerdir. ROT’larin foto-liriinleri
fizyolojik ve c¢evresel faktorlerden genis Olg¢lide etkilenmektedir. Su stresi altinda,
stomalarin kapanmasi nedeniyle mevcut karbondioksit (CO3)’in azalmasi ve siirekli asiri
1s18a maruz kalma ,elektronlarin molekiiler oksijene transfer edilmesi, ile siiperoksit iyonu
Mehler reaksiyonu vasitasiyla fotosistem-I de olusur. Membranda bulunan bakir-¢inko
bagli siiperosidaz (Cu/Zn SOD) oksijen radikallerini hidrojen peroksite (H,0;) ¢evirir daha
sonra membrana bagli bir askorbat peroksidaz (tlyAPX) bu H,0,’yi suya ¢evirir. Bu islem
Su-su dongtisii olarak adlandirilir (Sekil 1.7.-A). Bu islemde, askorbat (AsA)
monodehidroaskorbat (MDA)’a okside olur. Okside olan bu MDA daha sonra
ferradoksinin (FD) indirgenmesi veya monodehidroaskorbat rediiktaz (MDAR) enzimi
vasitasiyla NADP(H)’in katalizlenmesi sonucunda tekrar askorbata (AsA) indirgenir.
Dehidroaskorbat (DHA), MDAR’in MDA’y1 AsA’a indirgemesinde basarisiz oldugunda
olusur ve indirgenmis glutatiyon (GSH)’dan elektron alan dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR) enzimi vasitasiyla askorbata (AsA) indirgenir. PrxRs ve tiyorodoksin (Trx)’le
birlikte tilakoid membrani ile iligski halindedir. Bu ikili kloroplastlarda fotokimyasal olarak
tiretilmis H,O,’in detoksifikasyonu i¢in su-su dongiisiine alternatif bir antioksidan koruma
saglayabilir. Pereyodoksinin (Prx) ve tiyerodoksinin (Trx) kuraklik ve oksidatif stres
sirasinda 6nemli rol oynadiklari gosterilmistir (15). Tek oksijen (*Oy), fotosistem-II’de
olusur (Sekil 1.7.-A). 'O,’nin sitotoksitesi, lipid peroksidasyona ve yapraklarda foto-
oksidatif sartlar altinda genis doku hasarlarina neden olur. Ayrica biliylimeyi engelleyici ve
letaliteyi uyarict metabolik yolaklar1 (genetik programlari) aktif hale geg¢irebilir.
Peroksizomlar bir ¢ok metabolik islem sirasinda yiiksek oranda H,O, ve O iiretirler (Sekil
1.7.-E). Peroksizomlardaki reaktif oksijen tiirleri miktari, {retme ve yok etme
mekanizmalar1 arasindaki ¢ok hassas bir denge ile diizenlenmektedir. Su stresi altinda,
mezofil hiicrelerinde mevcut su ve karbondioksit (CO,) azalir. Kloroplastlarda ise
fotorespirasyon ve glutatyon artar. Peroksizomlarda glutatyon rediiktaz vasitasiyla
glutatyonun oksidasyonu, fotorespirasyon sirasinda olusan H;O;’nin miktari ig¢in
hesaplanir. Peroksizomlardaki diger H,O, kaynaklar1 da yag asitleri, flavin oksidaz yolag
ve siliperoksit radikallerinin ~dismutasyonudur. Katalazlar (CAT) esas olarak
peroksizomlarda lokalize olmus H»O’in detoksifikasyonunda gorev alan Onemli
antioksidatif enzimlerdir. Askorbat ve indirgenmis glutatyon dongiisii ayrica

peroksizomlardaki HO,’nin  yok edilmesin de katkida bulunabilir. Mitokondriler,
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kloroplastlar ve peroksizomlar ile kiyaslandiginda daha az miktarda reaktif oksijen tiirleri
tiretseler de, bir ROT kaynagi olarak bilinirler. Mitokondrilerdeki, elektron tasima
sistemleri olan kompleks-I ve kompleks-1II’ler ROT’larmn bulundugu 6nemli yerlerdir
(Sekil 1.7.-D) (15).

p -!rAscorhale\ - 0y > S0D —» Hzoz\_ - _ » GSSG, , NADPH
A e ) G L =Y
/ . — —— K \ - ~ |
U 7N N TN A
\ | FD 02_ H202:-‘_ - '-,I H,0 Ferﬁ{} l‘ ’ Ascor‘balel‘NADP \ / I“
o\ il I *H0 iFe I || \ o, 7|
\ '-’e\ / wapx| 2 MO L " | | l
Stroma i A i | \ i
~ 'FNR"‘* IaY CuZnSOD A N¢ A ! | |
AN = VoL () ¥ APX MDAR DHAR,GLR GPX  GR
[ U] T 2O HO- PR :
| | | \ / £
/’1Psn f\ I H PsI oy ) l l /|
Ve 3 —____Tilakoid \ \ I i r |
l. ox' f P T .| | Stroma Trx A i [\ o I
A " apx - \ | I\ [ I
” e N | X o/ NADPH/ Vol
/ \ F S _ B | \ F | .‘" ".‘
H,0 / \ / \ VA
g ¥
0, Al H:O/ DHA 2 GSH NADP

CuZn I Sitozol — DHA /’“/
05> o~ HO, \ AT G556 \ / NAD(P)H 'onx'l H,0 D
\ ),— TN 4 ".I I." /_‘ "' ‘\
| ! CO ‘
\ /y\ / \l Ascorhale e eXBS,

I"/. Ascorbate b4 NAD \\ | ’ “ ‘Hr APX / ublqumo? 0y > MnSOD —=H,0,
I/ \l \ [HOx~ / VR T
| | \f iy
O A o
I
R APX MDAR DHAR, GLR pr GR \ IlMII
\ |- — > MDA ~N / NADPH

R \ —
l. |l |
L ] » | MDAR
Al /\ I\ HO \
A [\ \ ‘ - — — Ascorbate NADP
Trx | /, \‘ . il L \
| MDA * NADH , \ \ f - [

| ! I — — 7 > DHA ~ /2GSH ~ NADP
o N e u o o
C | 4 'Y P A CPrR, T \ oA
H,0 DHA 2GSH NAD(P) e - + 4 Ascorbate \GSSG’/ NADPH
‘I\
H, O + Oy
Catalase
Cudn

Oy — son HL O ~ ‘/ Ascorbate "
|
APX ?

E ,.‘-, I
H,O & W ypa /

Sekil 1.7. Bitki hiicresinde reaktif oksijen tiirlerinin olusum ve yok etme yolaklarinin
lokalizasyonu (16). A) Kloroplast tilakoidi, B) Kloroplast stromasi, C) Sitozol, D)
Mitokondri, E) Peroksizom Kisaltmalar: PSI, fotosistem-I; PSII, fotosistem-II; MDA,
monodialdehit; tly, tilakoid; CuZn SOD, bakir-¢inko bagl siiperoksitdismutaz; Fe-SOD,
demir bagli silipeoksitdismutaz; Fd, ferrodoksin; FNR, ferrodoksin NADPH rediiktaz;
APX, askorbat peroksidaz; tly-APX, tilakoid askorbat peroksidaz; Prx, perodoksin; Trx,
tiyerodoksin; AOX, alternatif oksidaz; GSSG, glutatiyon disiilfit; GSH, indirgenmis
glutatyon; GR, glutatyon rediiktaz; GPX, glutatyon peroksidaz; MDAR, MDA rediiktaz;
DHAR, DHA rediiktaz; DHA, dihidroksiaskorbat, GLR, glutiyerodoksin; IM, membran
ici; IMS, membran igi bolge.
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Mutasyon, genlerin yeni varyantlariin (allel genler) olusmasmi saglayan dogal bir
islemdir. Mutasyon tiim organizmalarda (bitkilerde dahil) genetik varyasyonun birincil
kaynagidir. Varyasyon (gesitlilik), dogal seleksiyon ve evrimin itici giicii igin ham madde

olusumunu saglamaktadir (17).

Bir populasyonda bitkiler arasindaki genetik varyasyon (gesitlilik) basarili bir bitki 1slahi
icin 6n kosuldur. Bitki 1slahinda dogal genetik varyasyon, ham madde olarak uzun zaman
kullanilmistir. BOyle varyasyonlar kendiliginden olusan mutasyon ve hibridizasyonun
tirtinleridir. Bunu takiben rekombinasyon ve dogal seleksiyon gelmektedir. Hibridizasyon,
rekombine karakterleri ve seleksiyon igin istenilen genetik varyasyonu olusturmak iizere
uzun bir siire kullanilmistir. Ancak mutasyonlarin, evrimdeki itici giicli heniiz bu yiizyilin

basinda anlasilabilmistir (18).

Mutagenesis, bitkilerde cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi kalitatif ve
kantitatif 6zellikleri gelistirmek amaciyla faydalanilan, hem dogal hem de insanlar
tarafindan olusturulan bir tekniktir. Dogal yollarla olusan mutasyon basit olmasina ragmen,
olusan mutasyon frekans: diisiiktiir ve dldiirticii niteligi yiiksektir. Bu ylizden seleksiyon

¢ok zordur (19).

Bitkilerde oncelikle mutasyon olusturmak icin X 1smnlari kullanilmistir. Bundan ¢ok
sonralart gama (y) 1sinlar1 ve ayrica hizli ve termal nétronlar kullanilmaya baglanmistir
(18). Birgok mutasyon olusturma c¢aligmalarinda, gama (y) ve X isinlar1 kullanilmaktadir
(Cizelge 1.3). Burada ana faktor 1s1inlama sirasinda bitki materyelinin dayanabilecegi doz
(bitki materyelinin absorblayabilecegi radyasyon miktar1) dur. Radyasyon doz miktarinin
birimi gray (Gy) dir. Bir gray (Gy), 1sinlanan materyalin her bir kilograminin absorbladigi
1 J (Joule)’liikk enerjiye esittir. Radyasyon dozlari, yiiksek (> 10 kGy), orta (1-10 kGy),
disik (< 1kGy) olmak {izere 3 kategoriye ayrilmaktadir (20). Yiiksek dozlar gida
sterilizasyon i¢in, diisiik dozlar (genellikle 60-700 Gy) ise tohum materyallerinde
mutasyon olusturmak i¢in kullanilmaktadir (18). Isinlanabilecek bitki materyalleri; kuru ve
dormant tohumlar, yumrular, bitki sogani, ¢igek sogani, bitki filizi, polen taneleri, dokular
veya hiicrelerdir. Kuru ve dormant tohumlar mutasyon indiiklenmesi (uyarilmasi) i¢in
kullanilan en yaygin biyolojik materyallerdir. Ciinkii kuru ve dormant tohumlardaki
hiicrelerin biiylik bir bolimii hiicresel boliinme fazi (G;) bakimindan senkron haldedirler

(18).
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Gama 1sinlari, biyolojik c¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Gama 1sinlari
radyoaktif atom ¢ekirdeginin pargalanmasi ve atom alt1 parcaciklarinin bozulmasi sonucu

olusurlar (Sekil 1.8.).

Cizelge 1.3. Farkli radyasyon kaynaklari ile gelistirilmis mutant gesitlerin resmi sayis1 (21)

Mutajen Tipi Olusturulan mutant gesitler Toplamdaki yilizdesi (%)
Radyasyon* 1411 100.00

Gama 1ginlart*® 910 64.49

X 1gmlarr* 311 22.04

Gama kronik 61 4.32

Hizli n6tronlar 48 3.40

Termal notronlar 22 1.56

Digerleri 24 1.70

* Cesitli radyasyon uygulamalar1 dahil

Gama 1gimlariin biyolojik etkisinin temeli atomlar veya molekiiller ile karsilikl etkilesime
girmesidir (22). Ozellikle su ile etkilesime girerek serbest radikallerin olusumunu saglar.
Bu serbest radikaller bitki hiicrelerini yikarlar veya hiicre igerigini Onemli
modifikasyonlara ugratirlar. Ayrica bu radikaller gama 151n dozuna bagli olarak bitkilerde
morfolojik, anatomik, biyokimyasal ve fizyolojik farklilagmalara neden olurlar (22). Gama
1sinlan ile 1sinlama fizyolojik ve genetik degiskenligin olusumunda yeni bir yaklasim
saglamaktadir. Boylece, kantitatif kalitsal karakterlerin olusumunda kullanilmaktadir.
Bitkiler iizerinde kullanilan diisiik doz iyonize radyasyon ile birlikte in vitro caligmalar;
hiicre ¢ogalmasi, hiicre boliinmesi, enzim aktivitesi, stres direnci ve mutasyon
uyarilmasinin hizlandirildigimi géstermistir. Mutasyon uyarilmasi, ekonomik 6neme sahip
tirlerin gesitliliginin artirtlmas1 noktasinda firsatlar veya yliksek verimlilige sahip

potansiyel genotiplerin gelistirilmesini saglayabilmektedir.

Bitki tiirlerini gelistirmekte kullanilan 1slah, genetik varyasyon ve seleksiyon olmak iizere
iki temel prensibe dayanir (23). Istenilen 6zellikleri tasiyan kiiltiir bitkilerini gelistirmek
icin bitki 1slah1 genetik varyasyona ihtiyag duyar. Radyasyon veya kimyasallar gibi
mutajenik ajanlar mutasyonu saglamak ve genetik varyasyonu olusturmak igin
kullanilabilir. Bu mutajenler farkli etki mekanizmalarina sahiptirler (24). Kimyasal ve/veya

radyasyon tabanli in vitro mutagenesis ile in vitro seleksiyon farkli bitkilerde tuzluluk ve
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kuraklik gibi agronomik o6zelliklerin gelistirilmesinde basari ile kullanilmaktadir. Su anda

bu teknikler klasik 1slah metodlarinin 6nemli bir tamamlayicisi olarak goriilmektedir.

s Notron ¢ekirdege vurur ve ¢ekirdek
" | tarafindan absorblanir (emilir).
o Absorblanan (emilen) nétron cekirdekte
W deformasyona neden olur.
. Yaklagtk 10 saniye icerisinde
M deformasyon cekirdegin tekrar eski haline

gelemeyecek duruma getirir.

Cekirdek fizyonu ile iki veya ii¢c ndtron
saliimi gergeklesir.

o, o

o~ 2
Yaklasik 107 saniye igerisinde, fizyon
fragmenti kinetik enerjisini kaybeder ve
@‘ . gama 1smnlart  etrafa  yayilir.  Bu

. fragmentlere fizyon tirtinleri denir.

» Fizyon  iriinleri  radyoaktivite ile
. % S o enerjilerini kaybeder, partikiiller uzun bir
(w) < ;

zaman periyodu igerisinde yayillmaya
devam eder (saniyelerden yillara dogru).

© Notronlar @ Protonlar “ Beta pargaciklari Gama 1sinlar1

Sekil 1.8. Gama 1ginlarinin olusumu (25).

Bitki hiicre, doku ve organlarinin igerisinde seleksiyon ajani igeren besi ortaminda in vitro
kiiltiirti, istenilen ozellikleri tasiyan bitkilerin seleksiyonu ve rejenerasyonu igin firsat
saglamaktadir. Ayrica bu teknikten, istenilen fenotipin biiyiimesi ve yagamasina izin veren
baz1 seleksiyon ajanlar1 kullanilarak toleransin uyarilmasi i¢in etkili bir sekilde
faydalanilmaktadir (26). In vitro seleksiyon i¢in genel olarak kullanilan ajanlar: NaCl (tuza
tolerans i¢in), PEG veya mannitol (kurakliga tolerans i¢in), spesifik fungal kiiltiir, fusarik
asit ile patojenin kendisi gibi fitotoksinlerdir. Eksplantlar kiiltiir ortamlarina ilave edilmis
bu genis araliktaki seleksiyon ajanlarina maruz birakilir. Sadece bu ortamlarda
yasayabilme kabiliyeti olan eksplantlar secilir. iki tiir seleksiyon metodu nerilmistir (26).

i) Adim adim kademeli olarak Kkiiltiirin maruz birakildig1r seleksiyon ajaninin

konsantrasyonunu artirmak (Uzun donem uygulamast).
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i) Kiiltirii direkt yiiksek konsantrasyonda seleksiyon ajanina maruz birakmak. Burada

yasayan kiiltiir seleksiyon ajanina toleranslidir (Sok uygulama) (26).

In vitro seleksiyon ile seleksiyon ortamindan istenilen 6zellik kisa bir zaman ve minumum
cevre etkilesimi igerisinde selekte edilebilir ve in vitro seleksiyon tarla seleksiyonunun

tamamlayicisi olabilir (27).

Mutagenesis (mutasyon olusturma) baklagil bitkilerinde genetik ¢esitliligin artirilmasinda
da glicli bir aractir. Gama 1sinlamasi, baklagil tiirlerinde abiyotik strese toleransli
mutantlarin olusturulmasinda basariyla kullanilmaktadir (22) . Baklagiller diinya ¢apinda
tarim1 yapilan bitkiler arasinda en 6nemlisidir. Baklagillerin ¢evre, tarim, insan ve hayvan
beslenmesi ilizerine 6nemli etkileri vardir. Biyotik ve abiyotik stresler baklagillerde 6nemli
tirtin kayiplarina neden olmakta ve verimliliklerini 6nemli bir sekilde etkilemektedir (28).
Doku kiiltiirii, in vitro mutagenesis, genetik transformasyon gibi biyoteknolojik araglar bu
kisitlamalarin ¢oziilmesinde veya azaltilmasinda katkida bulunmaktadir. Toprak tuzlulugu
diinya ¢apindaki baklagillerin iiretimini sinirlandiran bir¢ok abiyotik stres faktorlerinden
biridir. Bu sorun kurak ve yari kurak bolgelerde daha siddetli goériilmektedir. Tuzlu
topraklar drenaj sistemlerinin kurulmasi, uygun su idaresi ve yikama gibi yontemlerle 1slah
edilebilirlerse de bu son derece zor ve masraflidir (7). Bu nedenle, tuzlu alanlarda
yetistirilen Uriinler i¢in tuza toleranshilik zorunlu hale gelmistir. Diinyada genisleyen tuzlu
alanlarda tuza toleransli bitkilerin tuza hassas olanlarin yerine tercih edilmesi hala
uygulanmaktadir. Tuza toleransli bitkileri gelistirmek tuzluluk goriilen bolgelerden

faydalanmanin en etkili ve ekonomik yoludur.

Bu tez ¢alismasinda, yetistirilen yem bitkileri i¢erisinde tuza en dayanikli tiir ve baklagiller
familyasindan olan korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) bitkisinin ekotiplerinin NaCl
tuzluluguna kars1 tepkilerinin belirlenmesi, gama radyasyonu kullanilarak olusturulacak
mutagenesis ile tuza toleransli yeni korunga genotiplerinin gelistirilmesi amaglanmistir.
Calismamizin nihai hedefi; toprak ve su tuzlulugu stres faktoriine karsi toleransi yiiksek

yerli korunga hatlarinin gelistirilmesi ve cesit 1slahidir.
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2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Bitkilerde Tuz Stresine Kars1 Tepkilerin Belirlenmesi

Yiiksek ve diisiik sicaklik, kuraklik, alkalilik ve tuzluluk gibi genis bir araliktaki ¢evresel
stres faktorleri bitkiler icin potansiyel birer tehdittirler. Bitki gelisimini ve verimliligini
onemli Olciide sinirlayabilen toprak ve sudaki tuz stresi, 6zellikle kurak ve yar1 kurak

alanlarda goriilen temel stres faktorlerinden biridir.

Tuzlulugun bitki biiylimesi lizerine zararl etkileri: 1) Topraktaki diisiik osmoz potansiyeli
(su stresi), 2) besin dengesizligi, 3) spesifik iyon etkisi (tuz stresi) veya bu faktorlerin
kombinasyonu seklinde siralanabilir. Biitiin bu faktorler bitkinin biiylimesi ,fizyolojik ve
biyokimyasal seviyediki gelisimi lizerine olumsuz etkilere neden olur (29). Tuz stresi
altinda gelisimi devam ettiren bitkilerde, fotosentez, protein sentezi, enerji ve yag
metabolizmalar1 gibi biitiin temel veya énemli islemler etkilenmektedir. Bitkilerde ¢evresel
streslere kars1 direng olusurken bu durumdan kurtulmasina olanak saglayan ya tolerans ya
da bir mekanizma ortaya c¢ikmaktadir. Bitkiler hayat dongiisii sirasinda streslerden
kaginmak i¢in biitlin bir bitki mekanizmasi kullantyor olmasina ragmen, tolerans hiicresel
seviyede de olusabilmektedir. Tuz stresi sirasinda bitkiler ya dormanside kalmali ya da
hiicresel seviyede ayarlama yapmalidirlar. Hiicresel seviyede ayarlamaya o6rnek, hiicre
igerisine su aliniminin ve hiicre i¢i turgorun devami igin hiicre i¢i osmotik potansiyelin

diisiik seviyelerde tutulmasi islemidir (14).

Bitkilerde tuz stresine karsi toleransin belirlenmesinde molekiiler, fizyolojik, biyokimyasal
ve tarimsal olmak iizere ¢ok sayida parametre kullanilmaktadir. Ancak molekiiler
tepkilerin karmasik bir yapi1 gostermesi ve bu tepkilerin tam anlagilamamis olmasi
nedeniyle bitkilerde tuza toleransin belirlenmesinde diger fizyolojik, biyokimyasal ve
tarimsal parametreler kullanilmaktadir. Tuza toleranslh bitkileri belirlemede iiriin miktari,
bitki boyu, yaprak yiizeyi, yapraktaki yaralanma, hayatta kalma, bagil biiyiime orani ve
bagil biiyiime gibi klasik tarimsal parametreler kullanilmaktadir (30). Ancak fizyolojik
parametreler, tarimsal parametrelere gore daha objektif ve giivenilir sonuglar vermektedir
(30). Bu fizyolojik parametreler; antioksidatif enzimler basta olmak iizere, enzimatik
olmayan antioksidanlar (Askorbat, vitamin C, a-tokoferoller), K*/Na* ve Ca?*/Na* oran,

fotosentez (klorofil miktar1), bagil su potansiyeli, osmolitler ve osmotik koruyucular
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(aminoasitler (prolin), kuarterner amanyum bilesikler (glisin-betain), plioller (mannitol),
karbonhidratlar (trehaloz ve silikroz) ve hiicre membranlarindaki yaglarin peroksidasyonu

dur.

Bitkiler yiiksek miktarda tuz bulunan ortamlarda gelisim veya biiyiime yeteneklerine gore
glikofitler ve halofitler olarak siniflandirilmaktadirlar. Birgcok bitki glikofitler sinifina
girmektedirler ve bunlar tuz stresine karsi toleranshi degillerdir. Baklagil familyasida
(Fabaceae veya Leguminosae) 6zellikle tuzluluga karsi duyarhidir (31). Baklagiller ¢icekli
bitkilerin 3. biiyliik familyasidir. 650 cins ve 18000 tiire sahiptir (32). Yeryiiziindeki
baklagillerden insan yiyecegi, hayvan yemi, yesil giibre, kereste, sakiz ve yag endiistri ham
maddesi gibi ¢esitli yoOnlerden yararlanilmaktadir. Tiirkiye diinyadaki en Onemli

baklagillerin gen merkezlerinden biridir.

Korunganinda igerisinde bulundugu bu 6nemli bitki familyasinin {iyeleri ve bazi bitki
tirlerinde yapilan tuz stresine karsi tepkilerin belirlenmesine ait kaynak ozetleri tarih

sirasina gore asagida 6zetlenmistir.

Hernandez ve arkadaslar1 (1999), bezelyede (Pisum sativum cv. Puget) farkli NaCl
dozlarmin (0, 70, 90, 110, 130, 140, 150 ve 160 mM) bitki yapragindaki su icerigi ile
antioksidatif enzimler (SOD, APX, GR, MDHAR ve DHAR) iizerine etkisini
arastirmiglardir. Calismalarinda ayrica mineral (Na, K, Mg, Fe, Cu ve Zn) igerigi, askorbat
ve glutatyon ile klorofil igerigini analiz etmislerdir. Analiz sonucunda tuz stresinin klorofil
iceriginde hizli bir diisiise neden oldugunu, osmotik potansiyel ve yaprak su igeriginde
azalma oldugunu, antioksidatif enzimlerin aktivitelerinde artma oldugunu, 160 mM NaCl
dozunda tilakoid ve kloroplastlarda yikim olugmaya basladigini bildirmislerdir. 130 ile 160
mM NaCl dozlar arasinda tuz stresine maruz kalmig bitkilerde, tuz stresinin tetikledigi
oksidatif stresin iistesinden, olusan antioksidan tepki ve biiylimelerinde meydana

getirdikleri yavaglama ile gelebildiklerini rapor etmislerdir (33).

Hernandez ve arkadaslar1 (2000), nohutta (Cicer arientinum L.) uzun siireli tuz stresinin
antioksidatif savunma mekanizmasi iizerine etkisini arastirdiklar1 calismada, iki nohut
cesidi ('Challi' ve 'Granada') kullanmiglardir. Bu ¢esitlere 15 giin boyunca 70 mM NaCl
uygulamasi: yapmislardir. Calismalarinda antioksidatif enzimler (SOD, APX, GR,
MDHAR, DHAR ve PHGPX) ve bu enzimlerin gen ekspresyon seviyelerini analiz
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etmislerdir. Tuza daha duyarli olan 'Challi' ¢esidinin tuz stresi karsisinda GR, MDHAR ve
APX gibi enzimlerinin aktivitelerinin ve bu enzimlerin gen ekspresyon seviyelerinin
onemli derecede artmadigini tespit etmislerdir. Her iki ¢esitte de askorbat-glutatyon
igeriginin azaldigin1 bulmuslardir. Tuza toleranshi ¢esitte 'Granada’ mitokondri ve
kloroplaslarda bulunan SOD, GR ve APX aktivitesinin Onemli derecede arttigin

bildirmiglerdir (34).

Hernandez ve Almansa (2002), bezelyede (Pisum sativum L.) kisa donem tuz stresinin
biiyiimeye, su igerigi ve bazi antioksidatif enzimlerin (SOD, APX, GR) aktivitesi iizerine
etkisini arastirmislardir. 48 saat boyunca denemedeki bitkilere 70 mM NaCl
uyugulamislardir. Calisma sonucunda 48 saatten sonra SOD aktivitesinde 6nemli bir artig
oldugunu, APX aktivitesinin stres kosullar1 boyunca degismedigini ancak stres kalktiktan 8
saat sonra kontrol grubuna gore % 48’lik bir artis gosterdigini saptamislardir. GR
aktivitesinin 24 saat gegtikten sonra % 71°lik bir 6nemli artis gosterdigini ve stres kosullar
bittikten sonra bile bu 6nemli derecede artigin devam ettigini tespit etmislerdir. Biiylime ve
su iceriginin iyon dengesine bagli olarak azaldigin1 ifade etmislerdir. Lipid
peroksidasyonun stres bagladiktan 8 saat sonra hizli bir sekilde arttigini, yine daha sonra
stres sirasinda hizli bir oranda azaldigini ifade etmislerdir. Siipriz bir sekilde bitki, stresten
kurtulduktan 8 saat sonra lipid peroksidasyonun % 78’lik bir artis gosterdigini
bildirmislerdir (35).

Meloni ve arkadaslar: (2003), sodyum kloriir (NaCl) stresinin iki hibrid pamuk ¢esidinde
(Guazuncho ve Pora) antioksidan enzimler (SOD, GR ve POD), lipid peoksidasyon
(MDA), gaz degisimi ve klorofil icerigi tizerine etkisini aragtirmislardir. 0, 50, 100 ve 200
mM NaCl uygulamasim1 21 gilin boyunca bitkilere uygulamislardir. Arastirmalar
sonucunda artan NaCl dozuna bagli olarak antioksidan enzimlerin aktivitelerinde ve lipid
peroksidasyon miktarinda artis, gaz degisimi ve klorofil iceriginde azalis tespit etmislerdir

(36).

Agarwal ve Pandey (2004), baklagil familyasindan olan sinameki (Cassia angustifolia
Vahl.) bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada tuz stresinin antioksidan enzimlerin iizerine etkisini
arastirmiglardir. Arastirmalarinda bitkilere 0, 20, 50 ve 100 mM NaCl tuzunu 7 giin
boyunca uygulamislardir. Calismada biiyiime parametrelerini, icsel Na® ve CI iyon

konsantrasyonunu, antioksidan sistemi, lipid peroksidasyonu, H,O; igerigini ve prolin
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miktarmi analiz etmislerdir. Analizler sonucunda tuzlulugun biiyiime parametrelerini
Oonemli derecede azalttigini, yine artan enzim aktivitesine bagli olarak H,O, igerigi ile
askorbatin azaldigin1 saptamiglardir. Artan tuz dozuna bagli olarak prolin ve lipid

peroksidasyonun arttigini tespit etmislerdir (37).

Bandeoglu ve arkadaslar1 (2004), mercimekte (Lens culinaris M.) tuzun (NaCl) yaprak
ve kok hiicrelerinde bulunan antioksidan mekanizma {izerine etkisini arastirdiklari
calismalarinda, mercimek bitkisine 0, 100 ve 200 mM NaCl uygulamislardir. Aragtirmada
kok ve yaprak dokularindaki hiicrelerde meydana gelen antioksidatif enzimlerin (CAT,
APX ve GR) aktivitesindeki degisimleri, lipid peroksidasyonu, siirgiin ve kok uzunluklari
ile yas ve kuru agirliklarini, H,O; icerigini, prolin miktarini, iyonlardaki degisme sonucu
meydana gelen elektriksel iletkenligi analiz etmislerdir. Calisma sonucunda kdkte bulunan
hiicrelerde antioksidan mekanizmanin daha aktif bir sekilde ¢alistigini, 6zellikle siiperoksit
dismutaz (SOD) ve askorbat peroksidaz (APX) enzimlerinin aktivitesinin hizla arttigini
tespit etmislerdir. Ayrica artan tuz dozlarinda hem kokte hem de siirgiinde boylarin
kisaldigi, yas ve kuru agirhiginin azaldigi, kok ve yaprak hiicrelerinde ise prolin miktarinin
artigin1  belirtmislerdir. Yaprak hiicrelerinde H;O, igerigine bagli olarak lipid
peroksidasyonun ve elektriksel iletkenligin arttigini, kok hiicrelerinde ise bu parametrelerin

daha az etkilendigini rapor etmislerdir (38).

Gomez ve arkadaslart (2004), bezelyede (Pisum sativum cv. Puget) kloroplast
organelinde bulunan siiperoksit dismutaz (SOD) ve askorbat peroksidaz (APX) enzimleri
ve bunlarin izoformlarinin uzun siireli tuz stresi altinda tuz stresinden nasil etkilendikleri
ve lokalizasyonlar: iizerine yaptiklari aragtirmalarinda, bitkilere 2 hafta boyunca 0, 70, 90
ve 110 mM NaCl dozu uygulamislardir. Arastirmada SOD ve APX enzimleri ile bunlarin
izoformlarini1 analiz etmislerdir. Arastirma sonucunda tilakoidte bulunan Fe-SOD izo-
formunun 70 mM ve iizerinde aktif hale geldigini, CuZn-SOD'un ise 90 mM ve {istiinde
aktif hale geldigini tespit etmislerdir. NaCl stresi ayn1 zamanda stromada bulanan bu iki
SOD izoformunu da aktif hale getirdigini saptamislardir. APX izo-formlarinin ise tuz stresi
altinda tilakoid ve stromada farkli davrandiklarini, 70 mM ve lizerinde stromada APX
aktivitesinin olustugunu tespit etmislerdir. Tilakoid de 70 ve 110 mM arasindaki tuz

dozunda APX’in aktivitesini 6nemli derecede kaybettigini rapor etmislerdir (39).
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Jungklang ve arkadaslar1 (2004), tuza toleransli bir baklagil bitkisi olan Sesbania
(Sesbania rostrata Brem. & Oberm.)’da tuz stresine karsi yaprak ve kok hiicrelerinde
bulunan antioksidatif enzim mekanizmasinin verdigi yanmiti tespit etmek amaciyla
yiriittiikkleri ¢alismada, bitkilere 12 giin boyunca 0, 50 ve 100 mM dozlarinda tuz
uygulamasi yapmiglardir. Ayni1 uygulamay1 kiyaslama amaciyla ayni1 familya igerisinde yer
alan bagka bir baklagil bitkisi olan fasiilye (Phaseolus vulgaris)’de yapmislardir.
Arastirmada siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve
glutatyon rediiktaz (GR) antioksidatif enzimler ile yapraklarda bulunan klorofil igerigini
analiz etmislerdir. Analiz sonucunda artan tuz dozlarinda Sesbania (Sesbania rostrata
Brem. & Oberm.) da hem yaprak, hem de kok hiicrelerinde bulanan antioksidatif enzim
aktivitesinin ve yapraklardaki klorofil igeriginin arttigini tespit etmislerdir. Yiiksek tuz
dozunda (100 mM) fasiilye bitkisin de ise analiz i¢in yeterli materyal elde edilemedigini

rapor etmislerdir (40).

Jebara ve arkadaslar (2005), tuz stresi altinda fasiilye (Phaseolus vulgaris) genotipinin
(BAT477) nodiillerindeki (Rhizobium tropici 'CIAT899' ile inokiile edilmis) antioksdiatif
enzimlerin (APX, CAT, SOD ve POX) degisimi incelemek amaciyla yaptiklari
arastirmalarinda, bitkilere 50 mM NaCl tuzu uygulamiglardir. Calismada bitki biiyiimesi,
nodiilasyon ve azot fiksasyon aktiviteleri ile antioksidatif enzimleri analiz etmislerdir. Tuz
stresi altinda bitki biiylimesi, azot fiksasyonu ve antioksidan savunma enzimlerinin
aktivitesinin etkilendigini tespit etmislerdir. Bitkinin, 6zellikle SOD ve POX’un birlikte

caligmasi ile tuzun olumsuz etkilerinden korunabilecegini bidirmislerdir (41).

Azevedo-Neto ve arkadaslar1 (2006), iki misir genotipinde tuz sresinin antioksidatif
enzimler (CAT, APX, GR, GPX ve SOD) ve lipid peroksidasyon {iizerine etkisini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 100 mM sabit NaCl dozunu 21 giin boyunca uygulamislar ve
belirli zaman araliklarinda enzimlerde ve lipid peroksidasyonda meydana gelen degisimleri

incelemislerdir. Inceleme sonucunda belirli bir artisin oldugunu bildirmislerdir (42).

Sumithra ve arkadaslar1 (2006), iki boriilce (Vigna radiata) ¢esidinde ('Pusa Bold' ve
'CO 4') tuz stresinin bitki biiylimesine, prolin metabolizmasina ve antioksidatif enzimlerin
(APX, CAT, GR, SOD ve MDAR) aktivitesi lizerine etkisini ve hangi ¢esidin tuz stresine
karst daha toleransli oldugunu arastirdiklari caligmalarinda, bitkilere dort farkli NaCl
dozunu (0, 100, 200 ve 300 mM) 30 giin boyunca uygulamislardir. Olgiimleri yaprak ve
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kok dokularinda yapmuslardir. Arastirmada ayrica dokulardaki K*/ Na* oranmi ve lipid
peroksidasyonu dl¢miislerdir. Tuz stresi altinda 'Bold' ¢esidinin kék dokusunda K*/ Na*
oranini daha yliksek oldugunu, her iki g¢esitte de diislik seviyede lipid peroksidasyon ve
H,O, igerigi oldugunu, prolin ve glisin-betain miktarinin ¢ok yliksek oldugunu,
antioksidatif enzimlerin aktivitesinde artis oldugunu tespit etmislerdir. Arastirma
sonucunda tuz stresi altinda olusan oksidatif strese karsi en etkin antioksidatif
parametrelere 'Pusa Bold' ¢esidinin sahip oldugunu, buna bagl olarakta tuz stresine karsi

daha toleransl oldugunu bildirmislerdir (43).

Cavalcantia ve arkadaslar1 (2007), kisa siireli tuz (NaCl) stresi altinda boriilce (Vigna
unguiculata) bitkisinin yapraklar1 ve koklerindeki antioksidatif aktivitenin karsilagtirilmasi
amaciyla yaptiklar ¢aligmada, bitkileri 3 farkli protokolle 6 giin boyunca 200 mM NaCl ile
sulamiglardir. Arastirmalarinda yaprak ve kok hiicrelerindeki antioksidatif enzimlerin
(CAT, SOD ve POX) aktivitesini, Na igerigini ve lipid peroksidasyonu analiz etmislerdir.
Arastirma sonucunda tuz uygulamasinin siirekli ve kesikli olmasina bagli olarak

antioksidatif aktivitenin 6nemli derece degistigini rapor etmislerdir (44).

Eyidogan ve Oz (2007), nohutta (Cicer arientinum L. cv. Gokge) tuz stresinin kok ve
yaprak hiicrelerindeki, antioksidatif enzimler (APX, CAT ve GR), prolin miktari, lipid
peroksidasyon (MDA), klorofil ve H,0O; igerigi ile bitki biiylime parametreleri (siirgiin
boyu, yas ve kuru agirlik gibi), izerine etkisini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda, bitkilere 4 giin
boyunca 0.1, 0.2 ve 0.5 M NaCl uygulamislardir. Artan tuz dozuna bagli olarak bitki boyu,
yas ve kuru agirliginin azaldigini, yaprak hiicrelerindeki lipid peroksdiasyonun ve prolinin
onemli derecede degistigini, yine yaprak hiicrelerinde klorofil ve H,O, igeriginin
azaldigini, yaprak ve kok hiicrelerinde antioksidatif enzimlerin arttigini tespit etmislerdir.
Analiz sonuglarinda nohutta bitki gelisiminde tuz stresine karsi 6zellikle antioksidatif
enzimlerden olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalazin (CAT) 6nemli rol oynadigin

rapor etmislerdir (45).

Ahmad ve arkadaslar: (2008), bezelyenin (Pisum sativum L.) iki ¢esidinin ('EC 33866' ve
'Puget') tuza tepkisini belirlemek amaciyla yaptiklar1 arastirmalarinda, her iki c¢eside 0
(Kontrol), 50, 100, 150 ve 200 mM tuz (NaCl) uygulamasi yapmigslardir. Caligmalarinda
klorofil stabilitesi, prolin miktari, lipid peroksidasyon, iyon icerigi (K*, Ca* ve Mg") ve
antioksidatif enzimlerin ( SOD, APX, CAT, GR, DHAR) analizini yapmislardir. Analizler
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sonucunda artan tuz dozlarina bagl olarak antioksidatif enzimlerin aktivitesinin ve prolin
miktarinin arttigini, bu karsin klorofil stabilitesinin ve iyon igeriginin azaldigini, lipid
peroksidasyonun ise tuza daha toleransli gesitte daha az oldugunu tespit etmislerdir.
Aragtirmalar1 sonucunda 'EC 33866' c¢esidinin 'Puget' ¢eidine gore tuza daha toleransli

oldugunu bildirmislerdir (46).

Ozaslan-Parlak ve Parlak (2008), sulama suyu tuzlulugunun korunganm (Onobrychis
viciifolia Scop.) verimi ve Kkalitesi tlizerine olan etkilerini ortaya koymak amaciyla
yaptiklar1 arastirmada, 5 sulama suyu tuzlulugu (0.27, 3.5, 7, 10 ve 13 dS m'l) ve iKi
alkalilik diizeyi (SAR= 0.35 ve 10) kullanmislardir. Artan tuz miktar1 ve alkalilikle beraber
bitki boyunun kisaldigini, kuru ot verimi ve ham protein orani azaldigini tespit etmislerdir.
En yiiksek tuz konsantrasyonu ve alkalilikte canli bitki kalmadigin1 ve sulama suyu

tuzlulugunun artisina bagl olarak toprak tuzlulugunun artis gosterdigini rapor etmislerdir

(47).

Yasar ve arkadaslarni (2008), 'Gevas sirk' (GS57) ve 'Fransiz' (4F-89) fasiilye
genotiplerinde tuz stresinin antioksidan enzimler (CAT, APX ve GR), lipid peroksidasyon
ve klorofil miktar1 iizerine etkisini belirlemek amaciyla bir ¢alisma yapmuislardir.
Calismalarinda bitkilere 7 giin boyunca 0, 50 ve 100 mM NaCl uygulamislardir. Arastirma
sonucunda, tiim NaCl dozlarinda tuza hassas genotip olan '4F-89' GR miktarinin azaldigini,
tuza toleransli genotip olan 'GS57' de ise 50 ve 100 mM NaCl dozlarinda GR aktivitesinin
artigini tespit etmislerdir. CAT ve APX enzimlerinin aktivitelerinin artan NaCl dozlarina
bagli olarak her iki genotipte de arttigini, ayrica yine her iki genotipte MDA miktarinin
arttigini fakat bu artisin tuza hassas genotipte daha fazla oldugunu saptamislardir. Klorofil
miktar1 bakimindan ise artan tuz stresinde hassas genotipte klorofil miktarinin azaldigini,

buna karsin toleransli genotipte ayn1 kaldigini bildirmislerdir (48).

Yildirnm ve arkadaslar1 (2008), arastirmalarinda 11 adet bezelye genotipi ile 2 adet
bezelye ¢esidinin tuza toleransini belirlemeye ¢alismislardir. Denemedeki bitkilere 0, 25 ve
75 mM NaCl uygulamislardir. Calismalarinda bitki kok, siirgiin boyunu, taze yaprak
agirligmni, malondialdehiti (MDA) ve klorofil miktarini dlgmiislerdir. Olgiimleri sonucunda

genotip '10431','101917' ve '1103220"in tuza daha toleransli oldugunu saptamiglardir (49).
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Arulbalachandran ve arkadaslar1 (2009), 3 boriilce (Vigna radiata, V. mungo ve V.
unguiculata) ¢esidinde tuz stresine bagli olarak antioksidan enzim aktivitesi ve
metabolitlerdeki degisimi 6l¢gmek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, bitkileri 15 giin boyunca
0, 50, 100, 75, 125 ve 150 mM NaCl’ye maruz birakmislardir. Arastirmalarinda klorofil
icerigi, prolin miktar1 ve peroksidaz enzimlerini analiz etmislerdir. Analiz sonucunda, artan
tuz stresine bagli olarak her 3 cesitte klorofil miktarinin azaldigini, prolin ve enzim
aktivitesinin arttigimni tespit etmisleridir. Ayarica analizleri sonucunda V. unguiculata

¢esidinin diger iki ¢eside gore tuza karsi daha toleransli oldugunu tespit etmislerdir (50).

Azooz (2009), caligmasinda misirda yetistirilen iki farkli bakla (Vicia faba L.) genotipinin
('115" ve '125") tuzluluga olan tepkisini ve 0.2 mM salisilik asitin tohum c¢imlenmesi
izerine etkisini arastirmistir. Bakla genotiplerine 0 ve 140 mM NaCl tuz uygulamasi
yapmistir. Arastirmasinda klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, antioksidatif enzimler
(CAT, POD, APX ve GR), iyon icerigi ve malondialdehiti (MDA) analiz etmistir.
Analizler sonucunda, genotip '115"in genotip '125"e gore tuza daha toleranst oldugunu

belirtmistir (51).

Noreen ve Ashraf (2009), genetik olarak farkli 9 bezelye (Pisum sativum) cesidinde
antioksidatif enzimler ile enzimatik olmayan antioksidantlarin aktivitelerindeki degisimin
tuza toleransin belirlenmesinde bir belirteg olarak kullanilip kullanilmayacagim
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 9 farkli bezelye ¢esidine 0, 40, 80 ve 120 mM NaCl tuz
uygulamsi yapmislardir. Arastirmalarinda bitki taze biyokiitlesi, malondialdehit (MDA),
toplam ¢Oziinlir proteinler, hidrojen peroksit (H,O;) igerigi ve oOnemli antioksidatif
enzimlerin (SOD, CAT ve POD) analizlerini yapmistir. Arastirma sonucunda, tuz
uygulamasinin tiim bezelye cesitlerinde oksidatif stresi olusturmasina ragmen, 9 farkl
bezelye cesidinde tuza tolerensli veya hassas gesitlerin belirlenmesi noktasinda yukarida
belirtilen ve analizleri yapilan parametrelerin tutarli sonuglar vermedigini rapor etmislerdir.
Buna karsin sadece antioksidatif enzimlerden olan katalaz (CAT)’in tutarli bir sonug
verdigini 9 bezelye cesidinde tuza toleransin belirlenmesinde giivenilir bir parametre

olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir (52).

Rubio ve arkadaslar1 (2009), molekiiler calismalarda bir model organizma olarak
kullanilan gazalboynuzu (Lotus japonicus)’nda tuz stresinin antioksidan genler ve

proteinler lizerine olan etkisni arastirdiklar1 ¢calismalarinda, iki farkli S protokolii (S1-150
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mM NaCl 7 giin boyunca; S2-50, 100 ve 150 mM NaCl 6 giin boyunca) kullanarak
bitkilere tuz uygulamasi yapmislardir. Arastirmalarinda bitki yaprak hiicrelerindeki
antioksidan genlerin ekspresyonu (ifadesi), iyon (Na, Cu, K, Ca, Mg, P, S, Zn ve Fe)
degisimi veya igerigi, lipid peroksidasyon, prolin miktarii ve klorofil i¢erigini, yine kok
hiicrelerinde de antioksidan genlerin ekspresyonu analiz etmislerdir. Analiz sonucunda
antioksidatif enzimleri kodlayan 20’nin iizerinde gen oldugunu tespit etmislerdir. S1
protokoliinde yapraklarda SOD ve GR enzimlerini kodlayan genlerin daha aktif oldugunu
tespit etmislerdir. Ayrica S2 protokliinde yapraklarin igerigindeki Na* ve Ca* iyonlarinin,
prolin ve lipid peroksidasyonun arttigin1  bulmusglardir. Tim analiz sonuglarini
degerlendirdiklerinde (Lotus japonicus)’un diger baklagillere gore tuza daha toleransh

oldugunu bildirmislerdir (53).

Wang ve arkadaslar1 (2009), arastirmalarinda 3 farkli yonca (Medicago sativa), sari
tagyoncasi (Meliotus officinalis) ve geven (Astragalus adsurgens) bitkilerinde ¢imlenme
fazinda tuz stersine karsi verdikleri fizyolojik ve antioksidan yanitlar1 belirlemek ve
kiyaslamak amaciyla yaptiklar1 calismada, bitkilere 0, 50, 100, 200 ve 300 mM NaCl
uygulamislardir. Calismada ¢imlenme yiizdesi, antioksidatif enzimler (SOD, CAT, GR,
APX ve POD) ile malondialdehiti (MDA) analiz etmislerdir. En yiiksek NaCl dozunda
¢imlenme yiizdesi bakimindan tasyoncasi (Meliotus officinalis)’nin digerlerine gore daha
yiiksek deger verdigini, MDA miktarinda ise en yiiksek degeri yonca (Medicago
sativa)’nin verdigini, antioksidatif enzimlerin ise her 3 baklagil bitkisinde farkli degerler

verdigini saptamislardir (54).

Wang ve arkadaslari. (2009), c¢evresel streslere (tuz ve kuraklik) karsi yoncanin
(Medicago sativa L.) adaptasyon yetenegini anlamak amaciyla alti yonca casidinde
('Victor', 'Northstar', 'Golden Empress', 'Algonquin’, 'Xinmu No.1' ve 'Xinjiang Daye")
yaptiklar1 ¢aligmada, ¢imlenme sirasinda, tuzluluk ve kuraklik stresleri altinda bulanan
bitkilerde ¢imlenme orani, yapraklardaki H,O, miktari ile bitkilerin siirgiin ve koklerindeki
lipid peroksidasyon ve antioksidatif enzimleri (CAT, SOD ve APX) analiz etmislerdir.
Kuraklik stresi olusturmak icin %35’lik polietilen glikol (PEG) ve tuz stresi olugturmak
icinde 200 mM NaCl kullanmislardir. Arastirmalar1 sonucunda, alt1 yonca ¢esidi igerisinde
'Xinmu No.1' ¢esidini tuza ve kurakliliga daha toleransli bulurken, 'Northstar' ¢esidini
daha duyarli bulmustur. Toleransli olan c¢esitte antioksidatif enzim aktivitesinin diger

cesitlere gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir (55).
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Wang ve Han (2009), iki yonca (Medicago sativa L.) c¢esidinde ('Defi' ve 'Zhongmu 1')
prolin iceriginin ve antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, POD ve APX) tuz stresine karsi
bitkileri koruyucu Ozellilerini arastirmak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, bitkilere 7 giin
boyunca 0, 70, 140 ve 210 mM NaCl uygulamislardir. Arastirmalarinda ayrica antioksidan
enzimlerin izoformlarini, lipid peroksidasyonu ve biyokiitleyi (siirglin, kok ve yaprak
biiylimesi gibi) analiz etmislerdir. Stres sonrasinda her iki ¢esitte antioksidan enzimler ve
bunlarin izoformlarmin genis bir aralikata degistigini tespit etmislerdir. Cesitler arasinda
prolin miktariin 210 mM NaCl dozunda 'Defi' c¢esidinde daha fazla oldugunu
saptamiglardir. Kok ve siirgiin uzunlugunun, yaprak kuru agirliginin 'Zhongmu 1' cagidinde

daha fazla oldugunu bulmuslardir (56).

Maia ve arkadaslar1 (2010), boriilcenin (Vigna unguiculata L.) tuza toleransh (‘Pitiuba’)
ve tuza hassas ('Perola’) gesitlerinde antioksidatif enzimlerin (SOD, CAT, APX ve POX)
aktivitesindeki degisiklikleri kiyaslama amaciyla bir arastirma yirtmislerdir. Bitkilere 8
giin boyunca 100 mM NaCl uygulamislardir. Arastirmada su igerigi, elektriksel iletkenlik
ve lipid peroksidasyonu analiz etmislerdir. Analizleri sonucunda, her iki cesitte
yapraklarda su igeriginin azaldigini, elektiriksel iletkenligin arttigini tespit etmislerdir. Tuz
stresine bagli olarak tuza toleranshh c¢esitte SOD, APX ve POC enzimlerinin

aktivitelerindeki artsin daha yiiksek degerde oldugunu saptamislardir (57).

Amirjani (2010), soya fasiilyesinde (Glycine max) tuz stresinin biiyiimeye, mineral (Na™
K*, Ca" ve Mg+2) ve prolin igerigine, antioksidan enzimlerin (CAT, POD ve SOD)
aktivitesi lizerine etkisini arastirdigi calismasinda, bitkilere 0, 50, 100 ve 200 mM NacCl
uygulamistir. Arastirmas1 sonucunda, artan tuz dozuna bagli olarak bitki boyu ve yas
agirh@min, nitrogenaz enzim aktivitesinin ve minerallerden K*, Ca’ ve Mg*%’nin
azaldigini, prolin ve minerallerden Na" igeriginin ve antioksidatif enzimlerin aktivitesinin
arttigin1 tespit etmistir. Ayrica antioksidatif enzimlerin 100 mM NaCl dozuna kadar artig
gosterdigini 200 mM NaCl’de ise aktivitelerinde keskin bir diisiis oldugunu saptamistir
(58).

Babakhani ve arkadaslar1 (2011), NaCl’nin yonca (Medicago sativa L.) ¢esidi 'Yazdi'
(toleransli) ve 'Diabolorude' (duyarli) iizerine olan etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, yonca
cesitlerine farkli NaCl (0, 100, 150 ve 200 mM) dozlar1 uygulamiglardir. Tuz stresi
altindaki bitkilerde ¢imlenme orani, antioksidan enzimler (CAT, APX, ve SOD), lipid
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peroksidasyon ve yapraklardaki seker igerigini Olgmiislerdir. Artan tuz dozlarinda
yapraklardaki seker i¢eriginin azaldigini, CAT, APX ve SOD enzim aktivitelerinin artigini,
ancak en yliksek dozda SOD aktivitesinin azaldigini tespit etmislerdir. Her iki ¢esitte de
tuzun yaratmis oldugu oksidatif stres nedeniyle lipid peroksidasyonda artis
gozlemlemislerdir. Ancak, lipid peroksidasyon seviyesinin duyarli ¢esitte 'Diabolorude’
daha yiiksek seviyede oldugunu tespit etmislertir. Arastirmalarin sonucunda, tuza toleransh
cesidin reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) yok edilmesi noktasinda daha iyi bir mekanizmaya

sahip oldugunu bildirmislerdir (59).

Beyaz ve arkadaslarn (2011), korunganin iki tiiriiniin (Onobrychis viciifolia ve
Onobrychis oxyodonta var. armena) tuz stresine karsi tepkilerini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 calismada, bitkilere 0, 5, 10 ,20 ve 30 dS/m dozlarinda NaCl uygulamislardir.
Calismalarinda in vivo ve in vitro sartlara yiiriitmiislerdir. Arastirmalarinda tohum ortalama
cikis hizina, fide yas ve kuru agirlik, fide ve kok boyu, kuru madde miktar1 gibi
parametrelere bakmislardir. Ayrica polen ¢imlenme yilizdesinide yine farkli tuz dozlarinda
hesaplamiglardir. Arastirmalarinin  sonucunda, artan tuz strseine bagli olarak tiim
parametrelerde dnemli Ol¢lide azalis oldugunu bu azalisin 10 dS/m NaCl dozundan sonra
keskinlestigini saptamiglardir. Onobrychis oxyodonta var. armena tiiriiniin polen ¢imlenme

yiizdesi bakimindan diger tiire gére daha iyi oldugunu belirlemislerdir (60).

Hu ve arkadaslar (2012), iki ingiliz ¢imi (Lolium perenne) tuza toleransli 'Quickstart IT'
genotipi ile tuza duyarli 'DP1' genotipinde, tuz (NaCl) stresi karsisinda antioksidant
genlerin, proteinlerin ve enzimlerin (SOD, POD, APX ve CAT) vermis oldugu tepkileri
belirlemek amaciyla bir ¢alisma yiirlitmislerdir. 12 giin boyunca genotiplere 0 (Kontrol) ve
250 mM NaCl uygulamas1 yapmislardir. Ayrica arastirmalarinda her iki genotipte de lipid
peroksidasyon (MDA), elektriksel iletkenlik ve H,0O, igerigini analiz etmislerdir. Analiz
sonuglarinda tuza duyarli olan genotipte MDA, elektriksel iletkenlik ve H,O; igerigini
toleransli genotipe gore daha fazla artis gosterdigini, ayn1 zamanda antioksidant genlerin,
proteinlerin ve enzimlerin aktivitesinde de artis oldugunu tespit etmislerdir. Bitkide siirekli
calisan genler ile stres durumunda aktive olan genlerin oranlamasi vasitasiyla tuza
toleransli genotiplerin belirlenmesinin, genotiplerdeki enzimlerin aktivitesindeki artis

miktarmin kiyaslanmasina gore daha giivenilir bir sonug verecegini bildirmislerdir (61).
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Kose (2012), 6 adet kirmizi mercimek (Lens culinaris M.) ¢esidinde ('Cagil', 'Ciftei',
'Kafkas', 'Malazgirt', 'Seyran' ve 'Ozbek') fizyolojik ve biyokimyasal parametreleri
kullanarak tuz (NaCl) stresine duyarli ve toleranshi ¢esitleri belirmek amaciyla bir
uygulamistir. Calismasinda bitkilere 12 giin boyunca 0 (Kontrol), 100 ve 150 mM NaCl
uygulamasi yapmistir. Antioksidatif enzimlerin (SOD, CAT, APX ve GR) ve toplam
protein profillerinin analizlerini yapmistir. Calisma sonucunda 'Seyran' ¢esidinin tuza

toleransl, 'Malazgirt' ¢esidinin duyarli oldugunu tespit etmistir (62).

Ozturk ve arkadaslarn (2012), bezelyede (Pisum sativum cv. Rona) uzun siireli tuz
(NaCl+CaCl,+MgSQ,) stresinin yapraklardaki Klorofil igerigi, prolin miktari, hidrojen
peroksit (H20,) miktari, lipid peroksidasyon ve antioksidatif enzimlerin (SOD, CAT, POD
ve APX) aktivitesindeki degisim {izerine etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, sera
sartlarinda kurduklar1 denemelerdeki bitkileri alt1 farkli (0.7, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 ve 7.0 dS/m)
tuz (NaCl+CaCl,+MgS0O,) dozunda 7 hafta boyunca sulamis ve 7. hafta sonunda numuler
alarak analizler yapmislardir. Artan tuz dozlarinda klorofil igeriginin, malondialdehitin
(MDA) ve hidrojen peroksitin (H20,) miktarinin azaldigim1 buna karsin yapraklardaki

prolin miktari, ve antioksidatif enzim aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir (63).

Shahid ve arkadaslar1 (2012), dokuz nohut (Pisum sativum) genotipinin tuza karsi
tepkilerini belirlemek amaciyla yaptiklart aragtirmada, 15 giin boyunca 0 (kontrol), 25, 50
ve 75 mM’lik NaCl tuz stresine maruz kalan bitkilerde; klorofil icerigi, membran stabilite
indeksi, antioksidant enzimler (SOD, POD ve CAT) ve ozmolitleri (prolin, glisin-betain ve
amino asitler), lipid peroksidasyonu (MDA), hidrojen peroksiti (H,O,) ve absisik asit
(ABA) igerigini, iyon (Na', K" ve P) degisimini, bitki yas ve kuru agirliklarm
dlgmiislerdir. Olciim sonucunda, artan tuz dozuna bagli olarak membran stabilitesini,
klorofil igeriginin, bitki yas ve kuru agirliklarimi azaldig, lipid peroksidasyon, hidrojen
peroksit igerigi, absisik asit ile prolin miktarinin ve antioksidatif enzim aktivitsinin arttigin
tespit etmiglerdir. 'Climax’, 'Samarina zard' ve '9800-5' genotiplerinin geligsmis antioksidant
mekenizmalar1 sayesinde tuza karsi daha toleransli oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica
nohut genotiplerinde yukarida Olgiilen parametrelerin tuza toleransin belirlenmesi

noktasinda kullanilabilecegini bildirmistir (64).

Ashraf ve arkadaslar (2013), 3 boriilce (Vigna radiata) ¢esidinin (NCM-209', 'NCM-89'

ve 'NM-92") tuz stresi altinda vermis olduklar1 biyokimyasal degisimleri kiyaslamak ve
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6lcmek amaciyla kurduklart sakst denemelerinde, bitkilere 0 (kontrol), 50, 100 ve 150 mM
NaCl uygulamiglardir. Calismalarinda H,O; igerigini, antioksidatif enzimleri (SOD, CAT,
APX ve POX), malondialdehiti (MDA), fotosentetik pigment miktarini, iyon icerigini (Na*
K'Y, ClI', K/ Na" ) ve bagil su igerigini analiz etmislerdir. Analiz sonucunda, tuz stresinin
koklerde bagil su igerigini, fotosentetik pigment miktarmi, hiicresel seviyede K iyonu ile
K*/ Na" oranini azaltigini, buna karsin hiicresel seviyede MDA miktari, H,O; igerigi ve
antioksidatif enzimlerin aktivitesinin arttigin1 saptamislardir. Topladiklar1 verilere bakarak
su degerlendirmede bulunmusladir: antioksidatif enzimlerin farkli ¢esitlerde farkli aktivite
seviyeleri gosterdigini ve buna bagli olarak tek bir enzim aktivitesine bakarak boriilce

cesitlerinde bu gesit tuza daha toleranshidir denemeyecegini belirtmislerdir (65).

Cha-um ve arkadaslar (2013), calismalarinda iki 6nemli baklagil tiirii olan bdriilcenin
(Vigna unguiculata Walp.) ve fasiilyenin (Canavalia ensiformis L.) tuz stresi kars1 vermis
oldugu fizyolojik ve biyokimyasal cevaplart aragtirmislardir. Caligmada bitkilere 0, 50,
100, 150 ve 200 mM NaCl uygulamislardir. Aragtirmada klorofil icerigi (klorofil a ve
klorofil b), prolin miktari, elektriksel iletkenlik, su kullanin etkinligi, Na* ve K* iyon
igerigi, ¢imlenme yiizdesi, bitki yas ve kuru agiliklarini analiz etmislerdir. Calisma
sonucunda, iyon igerigi, prolin miktar1 ve elektriksel iletkenligin her iki tiirde de arttigini,
200 mM dozda bériilcede klorofil icerigi ile potasyum iyonunun hizli bir sekilde azaldiginm
tespit etmislerdir. Potasyum igerigi, su kullanim etkinligi ve klorfil pigmentlerindeki
diisiislin fasiilye de boriilcedekine gore daha az oldugunu saptamislardir. Fasiilyenin tuzlu
topraklarin iyilestirilmesi ¢alismalarinda yesil giibre olarak kullanilabilecek aday bir
baklagil bitkisi oldugunu bildirmislerdir (66).

Siddiqui (2013), mung fasiilyesinde (Vigna radiata (L.) Wilczek) tuz (NaCl) ve agir metal
(kursun kloriir ve kursun nitrat) streslerinin birlikte antioksidan enzim aktivitesi {izerine
etkisini aragtirdig1 ¢alismasinda, bitkilere 0, 75, 150 ve 225 mM NaCl ve kursun kloriir ile
kursun nitrati birlikte uygulamistir. Arastirmasinda APX, CAT, GR, SOD ve GPX
enzimlerini analiz etmistir. Analiz sonucunda, birlikte uygulan APX, GR, SOD, GPX
enzimlerinin aktivitelerinin katalaz aktivitesine gore kiyaslandiginda arttigin1 saptamustir.
SOD ve GR enzimlerinin birlestirilmis stres faktorlerine karsi en yiiksek aktivite degeri

verdigini belirtmistir (67).

28



Talukdar (2013), alt1 farkli ('B1', 'BioL-212", 'PUSA-90-2', 'WBK-CB-14', mutant 'LR3'
ve 'LR4' ) mirdiimiik (Lathyrus sativus L.) genotipi igerisinde tuza (NaCl) toleransh
genotipi belirmek amaciyla yaptig1 calismada, sera kosullarinda kurdugu denemelerde
saks1 icerisindeki bitkilere 150 mM NacCl tuz iceren su ile uygulama yapmistir. 15., 30. ve
60. giin olmak iizere 3 farkli giinde bitkilerden numune alarak bu numunelerde, kok ve
siirglinlin yag ve kuru agirliklari, klorofil a, klorofil b, klorofil a/b orani, yapraklardaki
Na'/K* oram, prolin ve H,O, miktar, lipid peroksidasyon, dokulardaki elektriksel
iletkenlik, askorbik asit miktar1 ve antioksidatif enzimlerin (CAT, APX ve SOD) 6l¢limiinii
yapmistir. Tuz uygulamasinin 'PUSA-90-2', 'WBK-CB-14' genotiplerinde biiylime
potansiyeli lizerine 6nemli derecede olumsuz etki biraktigini, ancak 'B1" ile 'BioL-212' ve
mutant 'LR3' ile 'LR4' genotiplerinde 6nemli derecede olumsuz etki birakmadigini rapor

etmistir (68).

Oufdou ve arkadaslar1 (2014), farkli rhizobia ('RhOF4' ve 'RhOF6') suslar1 ile inokiile
edilmis bakla (Vicia faba L.) bitkisinde tuz stresinin yaprak ve koklerdeki enzimlerin
aktiviteleri tlizerine etkisini arastirmiglardir. Sera sartlarinda kurduklar1 denemlerdeki
bitkilere 0, 75 ve 150 mM NaCl uygulamas1 yapmislardir. Artan tuz dozlarinda bitki
bliylimesinin azaldigini, toplam siirgin boy ve agilirginin 6zellikle 150 mM NaCl de
onemli derecede azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica tuzun 'RhOF6' ile inokiile edilmis
bakla bitkisindeki enzimler iizerine etkisinin daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Tuz
uygulanmis bitkiler ile kontrol grubunu kiyasladiklarinda; tuz uygulanmis ve 'RhOF6' ile
inokiile edilmis bakla bitkilerinin kok hiicrelerinde glutatyon peroksidaz (GPOX),
siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOX) ve monodihidriaskorbat
peroksidaz (MDHAR) aktivitelerinin daha diisilk oldugunu rapor etmislerdir. Farkli
rhizobia suslari ile inokiile edilmis bakla bitkisindeki bu ortak yasamin, bitki koklerinin tuz
stresi kars1 gelistirdigi savunma ile adaptasyon {izerine etkisinin 6nemli oldugunu

bildirmislerdir (69).

Yildiztugay ve arkadaslar1 (2014), baklagiller familyasinda yer alan sari meyan
(Thermopsis turcica) bitkisinde, kisa (7 gilin) ve uzun (14 giin) donem tuz stresi altinda
fizyolojik parametrelerde meydana gelen degisimlerin tespiti ve tuz stresine karst verilen
antioksidant cevapin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada, bitkilere 0, 100 ve 200
mM NaCl uygulamiglardir. Calismalarinda bagil biiyiime orani ve su igerigi, klorofil

icerigi, membran gecirgenligi ile iyon konsantrasyonu, antioksidan enzimlerin (SOD,
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CAT, APX ve GR) aktivitesi, ozmolit (prolin, betain ve kolin) miktar1 ve lipid
peroksidasyonu Ol¢miislerdir. Arastirma sonucunda, yiiksek tuz dozunda (200mM)
ozmolitlerin miktarin, lipid peroksidasyonun, membran gecirgenligi ile hiicreler
icerisindeki Na® ve K" iyonlarinin ve antioksidatif enzimlerin (6zellikle APX ve GR)
aktivitelerinin énemli derecede arttigini, biiylime orani ve su igeriginin azaldigini tespit
etmislerdir. Genel olarak, diger bitkilerde oldugu gibi tuz stresine karst benzer cevap
olustugunu ve yiiksek APX ile GR aktivitesine bagl olarak, orta siddetteki (100-200 mM

arasi) tuz stresine kisa donem igerisinde yeterli cevabin olustugunu bildirmislerdir (70).

2.2. In Vitro Mutagenesis Teknigi Araciigiyla Tuza Toleransh Bitkilerin

Gelistirilmesi

Bitki 1slahinda 6nemli basamaklardan bir taneside istenilen agronomik 6zelligi biinyesinde
tastyan bitkilerin segilmesi asamasidir. In vitro seleksiyon, ¢ok biiyiik bir popiilasyondan
istenilen dzellikleri tasiyan bireylerin, kisa zaman igerisinde, fazla is giicli gerektirmeden
ve az bir maliyet ile secilmesine olanak saglamaktadir. Bir popiilasyonda istenilen
karakterleri tagiyan bireylerin frekansi diisiiktiir. Bu frekans popiilasyon igerisinde allel
genlerin olugmasini saglayan mutasyon ile iligkilidir. Dogal mutasyonun ile istenilen allel
genleri olusturmasi ¢ok uzun zaman alabilmektedir. Dolayisiyla gen havuzu igerinsinde
istenilen alellerin olusmasi i¢in disardan canli organizmada mutasyon olusturacak ve bu
frekansi artiracak midahaleler gerekir. Bu miidahaleler ¢esitli yollar vasitasiyla
yaptlmaktadir. Bu yollardan yaygin olarak kullanilanlardan bir taneside biyolojik
materyallerin gama 1sinlar1 ile 1smmlanmasidir. Belirlenen etkin gama 1sin dozlan ile
biyolojik materyalin DNA molekiiliine zarar vermeden genlerin kendi igerisinde tekrar
diizenlenmesine olanak saglayan mutasyonlar olusturulabilir. Bu olaya mutasyon
olusturma anlamina gelen mutagenesis denir. Mutagenesis teknigi ile bitkilerde birgok
istenilen agronomik karakterlerin gelistirilmesi miimkiindiir. Mutagenesis ve seleksiyonun
birlikte kullanimi ile istenilen 6zellikleri tasiyan birgok mutant bitki ¢esidi gelistirilmistir.

Bu konu ile ilgili yapilan literatiir ¢aligsmasi tarih sirasina gore asagida verilmistir.

Xu YY. ve arkadaslar1 (2001), yaptiklart ¢alismada korunga (Onobrychis vicaefolia
Scop.) bitkisinin NaCl tuzana dayanimini uzay-mutagenesis teknigi ve in vitro seleksiyonu
birlikte kullanarak artirmaya calismislardir. Uzay mutagenesisine tabi tuttuklar1 korunga

tohumlarini tarla sartlarinda yetistirmislerdir. Bu bitkilerden eksplant alarak in vitro da
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kallus kiiltiiric yapmislar % 1.5 NaCl tuzu igeren ortamlarda tuza dayanim gosteren
kalluslarin seleksiyonunu gerceklestirmislerdir. Tuza dayanim gosteren kallus hatlarinin
normal bitkilerdeki gibi rejenerasyon yeteneklerini siirdiirdiiklerini tespit etmislerdir. Tuza
dayanim gosteren hatlarin stres kosullarinda kontrole gore daha fazla miktarda prolin
bulundurduklarin1 ancak stres olamayan kosullarda kontrol grubuna gore daha az prolin
bulundurduklarini saptamiglardir. Tuza tolerans gosteren kalluslarda akrilamid gradient
elektroforez ile yaptiklar1 analizde siiperoksit dismutaz ve esteraz enzimlerinin iki farkli ve
yeni (sirastyla MW 175 kD ve 75 kD) izoenziminin varligini tespit etmislerdir. Caligmalar
sonucunda mutagenesis (uzay-indiiklii, (mutasyon uzay ¢evre kosullarinda olusturuluyor))
teknigi ve in vitro kiltiriin birlikte kullanimi ile tuza toleransli korunga hatlarinin

gelistirilebilecegini rapor etmislerdir (71).

Saleem ve arkadaslar (2005), 'Bastima 370’ ¢eltik (Oryza sativa L.) ¢esidinde tuzluluga
karst genetik varyasyonu yaratabilmek icin °Co gama 1smn kayamgmi kullanarak
embriyonik kalluslar1 50 Gy dozunda 1ginlamislardir. Isinlanan ve 1sinlanmayan kalluslarin
farkli NaCl dozlar1 (4, 6, 8 ve 10 d/Sm) i¢eren MSO besi ortamindan in vitro sartlarda
seleksiyonunu yapmiglardir. Isinlanan kalluslarin 1ginlanmayanlara gore tuzlu ortama daha
Iyi adapte olduklarini tespit etmiglerdir. Aragtirmalar1 sonucunda, tuza toleransli iki aday
mutant hat elde etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore 'Bastima 370" geltik ¢esidinde
gama 1ginlari ile in vitro teknikleri birlestirerek tuza toleransli hatlarin gelistirilebilecegini

rapor etmiglerdir (72).

Hossain ve arkadaslar1 (2006), Chrysanthemum morifolium Ramat.’in stabil tuza
toleransli mutantin1 (R1) in vitro mutagenesis teknigini kullanarak elde etmislerdir. Tuza
toleransi artirilmis mutant (R1) bitkide tuz steresi ile ilgili ¢esitli antioksidan enzimlerin
(siiperoksit  dismutaz, glutatiyon rediiktaz, monodehidroaskorbat rediiktaz ve
dehidroaskorbat rediiktaz ) aktivitelerine, klorofil ve karatonoid icerigine, hiicre duvari
hasarina bakmuslardir. Ayrica mutant bitkilerdeki polimorfizmi belirlemek amaciyla
RAPD-PCR teknigini kullanmislardir. Yaptiklar1 biyokimyasal analiz sonucunda
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttigin1  bulmuslardir. Klorofil ve karatinoid
iceriginin ve hiicre duvari hasarmin azaldigini tespit etmislerdir. RAPD-PCR analizi
sonucunda mutant bitkide iki polimorfik bant (956 bp, 1093 bp) elde etmislerdir. Gama

isinlart kullanilarak in vitro da gelistirilen mutanttin tuz (NaCl) stresine toleransla ilgili
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tim parametrelerin pozitif yonde oldugunu rapor etmisleridir. Calismalarinda in vitro

mutagenesis ve seleksiyonu basarili bir sekilde kullanmiglardir (73).

El Sayed ve arkadaslar1 (2007), yaptiklar1 ¢alismada iki bugday ¢esidinde (‘Sakha 93' ve
'Sohag 3') tuza toleransta genetik degisimi gostermek amaciyla; embriyonik kalluslari
farkli dozlarda (0, 40, 80 ve 120 gray) 1sinlamislar ve 1sinladiklart kalluslara farkli (%0,9
ve %1,2) NaCl dozlar1 igeren MSO besi ortamina almislardir. Arastirmalari sonucunda,
tuza toleransli kalluslarda kontrole gore 9 kat daha fazla prolin miktar1 tespit etmislerdir.
Dort enzimin (EST, PPO, ACP ve PRX) elektroforetik analiz sonucunda; iki bugday
cesidinde tuz stresi altinda gama 1sinlarmin genetik etkinligini  gorintiilemislerdir.
Isinlanan materyallerde analiz sonucunda yeni protein ve izoenzim bantlari elde
etmislerdir. Yeni olusan enzim ve/veya izoenzimlerin tuza dayamimda biyokimyasal

belirteg¢ (markor) olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir (74).

Patade ve arkadaslar (2008), seker kamis1 (Saccharum officinarum L.) ¢esidinde 'CoC-
671" yaptiklar1 aragtirmada embriyonik kalluslar farkli dozlarda (10, 20, 30, 40 ve 50 Gy)
gama 1s1n1 ile 1s1nlamiglar ve 1sinlanan bu materyalleri farkli tuz (NaCl) dozlar1 (42.8, 85.6,
128.3, 171.1, 213.9, 256.7, 299.5 ve 342.2 mM) i¢eren MSO besi ortamina koymuslardir.
Bu ortamlarda tuz stresine tolerans gosteren kalluslarin in vitro seleksiyonunu
yapmislaridir. En iyi sonucu 10 ve 20 Gy ile 1sinlanan kalluslarda 85.6 mM NaCl igeren
ortamlardan almiglardir. Farkli tuz seviyelerine dayanikli toplam 147 bitki se¢misler ve

bunlarin tarla denemelerini yapmiglardir (75).

Mosleh ve arkadaslar1 (2009), kanola (Brassica Napus L.) bitkisinin bes farkl
genotipinde tuza toleransl bitkileri elde etmek igin yaptiklari ¢alismada in vitro sartlarda
hipokotil eksplantlarindan elde ettikleri kalluslar1 farkli gama 151n dozlar1 ( O, 15, 30, 45,
60, 75, 90, 105 ve 120 Gy) ile 1isinlamislar, tuza tolerans gdsteren materyalin 0, 80 ve 160
mM tuz (NaCl) igeren MSO besi ortamindan seleksiyonunu gergeklestirmislerdir. 30, 45 ve
120 Gy ile 1sinlanan kalluslardan tuza toleransl bitkiler elde etmislerdir (76).

Patade ve Suprasanna (2009), yaptiklar1 ¢alismada hindistan seker kamis1 (Saccharum
officinarum L.) ¢esidin 'Co 86032' de tuza toleransli bitki hatti gelistirmek igin in vitro
radyasyon indiiklii mutagensisi kullanmislardir. ilk olarak latel dozu (LD 50) embriyonik
kallus kiiltiirii i¢in 20 Gy olarak belirlemislerdir. Embriyonik kalluslar1 farkli tuz (NaCl)
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dozlarina (85.6, 128.3, 171.1, 213.9 ve 256.7 mM) maruz birakmislardir. Buradan elde
ettikleri sonuglara gore 20 Gy ile 1sinladiklari kalluslari tuza tolerans igin seleksiyon
amaciyla 85.6 ve 171.1 mM NaCl ile muamele etmislerdir. Calismalar1 sonucunda
1sinlanan ve 1sinlanmayan kalluslarin her ikisininde kendi kontrollerine gore biiylime
oranlarinin azaldigini1 tespit etmisgleridir. Ancak bu biiylime oraninin i1simnlanmamisg
kalluslarda daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir. Sonug olarak in vitro mutagenesis ve
seleksiyonun tuza toleransli ¢esit gelistirmede giiclii bir teknik oldugunu rapor etmisleridir

(77).

Kumar ve arkadaslar1 (2010), arastirmalarinda sert limonda (Citrus jambhiri Lush.) in
vitro mutasyonu indiiklemek igin fiziksel (gama 1sinlari) ve kimyasal (etil metan siilfat ve
metil metan siilfat) mutajenler kullanmislardir. 40 ve 60 giinliik kalluslar1 0, 10, 20, 30, 40,
50 ve 60 Gy dozlarinda i1smlamislar ve 45 ve 60 ginllik kalluslar1 farkli
konsantrasyonlarinda (%0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4) kimyasal mutajenlerle (EMS ve MMS)
muamele etmiglerdir. Arastirmalarinin sonucunda, kalluslarin rejenerasyon potansiyeli ve
hayatta kalma oranlarina gore 40 giinliikk kalluslar i¢in esik degeri olarak 10, 20 ve 60
giinliik kalluslar icin ise 20-30 gy gama 151n dozlarin1 uygun bulmuslardir. Kimyasal
mutajenler (EMS ve MMYS) i¢in esik degerini 45 giinliik kalluslarda % 0.1 bulmuslar, 60
giinliik kalluslarda ise mutajen uygulamasindan sonra rejenerasyon olmadigini tespit
etmislerdir. Somaklonlarin ve mutantlarin in vitro se¢imi i¢in 25 mM NaCl tuz
konsantrasyonunun optimum oldugunu rapor etmislerdir. Dort somaklonu 25 mM NaCl tuz
konsantrasyonundan elde etmislerdir. Ayrica 50 ve 100 mM NaCl tuz konsantrasyonlarinin

herbirinde 1s1nlanmadan 170 giin sonraki kalluslardan somaklonlari elde etmislerdir (24).

Bagc1 ve Mutlu (2011), korunga (Onobrychis sativa Lam.)’da mutasyon islahi igin
kullanilabilecek en uygun gama 1sin1 dozunun saptamak igin yaptiklar ¢aligmada, korunga
tohumlarin1 farkli dozlarda (0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 ve 800 Gy) gama 15111 ile
1sinlamiglar ve ¢alisma sonucunda tohumlarin ¢ikis orani, fide yas ve kuru agilik, fide ve
kok boyu parametreleri incelemislerdir. Arastirma sonucunda, korungada c¢esit gelistirmek
veya varyasyon olusturmak ic¢in kullanilan gama 151n dozunun genotiplere gore
degisebilecegini belirtmekle birlikte, canlilikta bir azalma olmaksizin uygulanabilecek en

uygun gama 1sin dozlarinin 400-600 Gy arasinda oldugunu bildirmislerdir (78).
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Chen ve arkadaslar1 (2011), doku kiiltiirii (kallus kiiltiirii) ve fiziksel mutajeni ( gama
1s1m Co) birlikte kullanarak Zoysia matrella L. Merr. *de tuza toleransli bes varyant elde
etmislerdir. Elde ettikleri bu varyantlarda tuz stresi ile ilgili fizyolojik parametreleri
(prolin, stiperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz) 6l¢miisler ve analiz etmislerdir. Tuza

tolerans gosteren varyantlarda antioksidan enzimlerinde artis oldugunu tespit etmislerdir
(79).

Helaly ve EIl-Hosieny (2011), limonda (Citrus Limon L. Burm.f.) tuza toleransi
gelistirmek amaciyla gama 1sinlariyla 1sinlanmis protoplastlarin etkinligi hakkinda bir
arastirma yapmislardir. Bu amagla taze izole edilmis protoplastlari, siirgiin rejenerasyonu
icin gama 1smlarinin farkli dozlar1 (0, 5, 10, ve 20 krad) ile 1isinlamig ve bu 1sinlanmis
protoplastlar1 farkli NaCl tuzu dozlar1 (0, 2000, 4000, 6000 ve 8000 mg/L) iceren
ortamlarda in vitro kiiltire almislardir. Protoplast canliligi ve biiyiime Kkriterlerini
degerlendirmislerdir. Dahasi, tuza tolerans i¢in rejenere olan siirglinlerin yetenekleri ve
bunlarin antioksidan sistem ile olan iligkilerini degerlendirmislerdir. Elde ettikleri veriler,
isinlanmig protoplastlarin en yiiksek NaCl tuzlulugu seviyesi olan 8000 mg/L’de
biiyiimeye devam ettiklerini gdstermistir. Radyasyon duyarliligi (LD) sadece 20 kradta
elde etmislerdir. Bununla birlikte, 1sinlamanin daha yiiksek tuzluluk seviyesinde tolerans
icin doku formlar1 gelistirdigini ve embriyonik kallus ve siirgiin gelisimi iizerine yiiksek
tuz seviyesinin zararl etkilerini hafiflettigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde, 1sinlamanin
tuzlulugun toplam klorofil, seker ve protein konsantrasyonu iizerindeki olumsuz etkilerini
azalttig1 buna karsin karotenoid ve tiim ozmoregiilatorlerin (prolin, toplam ¢oziiniir fenol,
glisin-betain ve K) artirdigin1 bulmuslardir. Ayrica, 1sinlamanin lipid peroksidasyonunun
ve hidrojenperoksit (H20,) degerlerinin yan1 sira sodyum ve klor birikiminin azaltilmasiyla

hiicresel hasar1 6nledigini belirtmislerdir (80).

Talukdar (2011), arastirmasinda iki 6nemli baklagil bitkisinde (Clitoria ternatea L. ve
Lathyrus sativus L.) mutagenesis ve in vitro seleksiyon tekniklerini kullanarak tuza
toleransli mutant hatlarin izolasyonunu ve karakterizasyonunu yapmustir. Clitoria ternatea
L. ve Lathyrus sativus L. baklagil bitkilerinin tohumlarin1 mutasyon olusturmak amaciyla
farkli dozlarda (100, 150, 200, 250, 300 ve 350 Gy) gama 1sinlar ile 1ginlamistir. Daha
sonra tuz (NaCl) stresine maruz biraktigi ilk bitkilerden tuza dayanim gdsteren 6 mutanti
on denemede se¢mistir. Bu mutantlart 130 mM NaCl tuz stresine birakmis ve elde ettigi 15

giinliik siirgiinlere morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal analizler yapmstir. On
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denemede elde ettigi 6 mutant igerisinden 2’sini analizler sonucunda digerlerine gére daha

tuza (NaCl) toleransli oldugunu rapor etmistir (81).

Yaycili ve Alikamanoglu (2012), patateste (Solanum tuberosum L.) cesium-137 gama
1sinlarinin farkli dozlarimi (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 50 Gy) kullanarak tuza toleransl
mutantlart in vitro sartlarda elde etmislerdir. Tuza toleransli mutantlarin se¢imini 50, 100
ve 125 mM NaCl tuzu igeren ortamlarda in vitro seleksiyon ile basarmislardir.
Aragtirmalarinda mutant ve kontrol bitkiler arasinda molekiiler diizeydeki farklilig
gostermek icin  RAPD-PCR metodunu kullanmislardir. Molekiiler analiz sonucunda,
mutantlarin genetik olarak kontrol bitkilerinden % 27.5’lik bir farkliliga sahip olduklarin
tespit etmislerdir. En biiyiik farlilig1 % 47 olarak, 20 ve 30 gy gama 1sinlart ile 1sinlanan ve
100 mM NaCl tuzu iceren seleksiyon ortamlarinda rejenere olan mutantlar ile kontrol
arasinda oldugunu bulmuslardir. Caligmalarinin sonucunda 15, 20 ve 30 gy gama 1sinlarini
kullanarak indiikledikleri mutasyon ile tuza toleransl patates bitkilerini bagarili bir sekilde

elde etmislerdir (82).

Song ve arkadaslar (2012), yaptiklar1 ¢alismada in vivo ve in vitro teknikler kullanarak
tuza toleransh celtik mutantlarin1 tespit etmeye calismiglardir. Sodyum/potasyum orant,
toplam Klorofil ve karotenoid miktari, antioksidan enzimleri, toplam aminoasit miktari,
lipid peroksidasyon, malondialdehit (MDA) gibi tuza toleransi belirlemede kullanilan
fizyolojik parametrelere bakmislardir. Gama 1511 kullanarak iginladiklari materyallerden
tuza toleransli iki mutant hat elde etmislerdir. Yabani tip ile mutantlar arasindaki fizyolojik
parametreleri degerlendirdiklerinde mutant hatlarin tuza (NaCl) daha toleranshi oldugunu

gostermislerdir (83).

Hassan ve Haleem (2014), kanola (Brassica napus L.) bitkisinin iki ¢esidinde ('Serw 4' ve
'Serw 6') tuzlu kosullara dayanikli cesit gelistirme dahil bazi1 agronomik 6zellikleri
gelistirmek amaciyla yaptiklari ¢alismada, bitkinin kuru tohumlarini genetik ¢esitliligi
artirmak i¢in 0, 5, ve 10 Kr (krad) gama 151n dozu ile 1sinlamiglardir. Arastirma sonucunda,
en yiiksek genetik cesitliligi 15 Kr gama 151n dozunda oldugunu saptamiglardir. Ayrica M,
jenerasyonunda timit verici mutant bireyler elde etmislerdir. Bu mutantlardan bir tanesinin
yiiksek verim kabiliyetiyle digerinin ise erken cicek agma &zelligi ile 6n plana ¢iktigini

bildirmislerdir (84).
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3. GEREKCE ve AMAC

Diinyada c¢apinda kiiresel 1sinmanin artmasi ve deniz seviyesinin yiikselemesi, ekilebilir
alanlarin stirekli olarak tuzluluk derecsinin artiyor olmasi, kullanilabilir suyun artan

oranlarda azalmasi nedeniyle tuza toleranshi Kkiiltiir bitkilerine acil olarak ihtiyag

duyulmaktadir (93).

Bu calismada, Tirkiye’nin 6nemli bir yem bitkisi olan ve kira¢ kosullarda tarimi yapilan
korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) bitkisinin Orta Anadoluda yetistirilen dort farkl
ekotipinin ('Kogas', 'Malya', 'Altinova’ ve 'Ulas') NaCl tuzluluguna kars1 tepkilerinin
belirlenmesi ve gama radyasyonu kullanilarak olusturulacak mutagenesis ile tuza toleransl
yeni korunga genotiplerinin gelistirilmesi amaglanmistir. Calismamizin nihai hedefi;
toprak ve su tuzlulugu stres faktoriine karsi toleransi yiiksek yerli korunga hatlarinin

gelistirilmesi ve cesit 1slahidir.

3.1. Hipotezler

Hipotez 1: Bitkilerde tuza (NaCl) toleransin belirlenmesinde bazi dnemli morfolojik ve
fizyolojik seleksiyon karakterleri kullanilir. Dolayisiyla bu karakterleri kullanarak farkli
korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) ekotiplerinin ('Kogas', 'Malya', 'Altinova' ve 'Ulas')

tuz stresine kars1 verdikleri tepkiler ve toleranslar1 belirlenebilir.

Hipotez 2: Farkli korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) ekotiplerinde mutagenesis teknigi
ile in vitro seleksiyon birlikte kullanilarak tuza toleransli mutant korunga hatlari
gelistirilebilir. Dolayisiyla farkli korunga ekotiplerin tohumlarinin, farkli dozlarda gama
radyasyonu (Kobalt 60 (Co-60) ) ile 1sinlanmasiyla tuza toleransli bu mutant hatlar1 elde

etmek mumkiindr.
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4. MATERYAL ve YONTEM
4.1. Materyal
4.1.1 Bitki materyali

Tirkiye’de yaygin olarak tarimi yapilan tescilli korunga ¢esidi bulunmamakta olup,
tohumluk ihtiyacinin biiyiik bir kismi Devlet Tarim Isletme Miidiirliikleri tarafindan
kargilanmaktadir. Bu nedenle bitki materyali olarak 'Kogas' (Aksaray), 'Malya' (Kirsehir),
'Altinova' (Konya) ve 'Ulas' (Sivas) Tarim Isletme Miidiirliiklerinden elde edilen korunga

ekotipleri kullanilmastir.

4.1.2 Isinlama materyali

Arastirmada, Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK), Saraykoy Niikleer Arastirma ve
Egitim Merkezi (SANAEM)’nde bulunan Kobalt 60 (Co-60) gama radyasyon kaynagi

kullanilmustir.

4.2. Yontem
4.2.1. Tuz dozlar1 ve uygulamasinin yapilmasi

Arastirmada, tuz kaynagi olarak toprakta en ¢ok bulunan NaCl (Sigma Aldrich-31434)
kullanilmistir. 0 tuz dozu kontrol olarak alinmistir, 100, 150 ve 200 mM olmak tizere farkl

4 tuz (NaCl) dozunda incelemeler yapilmistir.

Farkli korunga ekotiplerinin tuza (NaCl) toleransinin belirlenmesi i¢in farkli dozlarda (0-
Kontrol, 100, 150 ve 200 mM) NaCl iceren ¢ozeltide 100 adet (25 adet x 4 tekerriir) tohum
10 dakika c¢alkalanarak 6n uygulamaya maruz birakildiktan sonra 250 gr torf bulunan
14x14 cm’lik magenta kaplarma ekilmistir (Sekil 4.1.). Herbir tekerriire 25 ml olacak
sekilde 1 giin arayla 1 ay boyunca farkli dozlarda (0-Kontrol, 100, 150 ve 200 mM) NaCl
igeren tuz c¢ozeltisi verilmistir. Daha sonra farkli NaCl dozlar1 uygulanan bitkilerde

morfolojik dlgiimler ve fizyolojik analizler yapilmistir.
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Sekil 4.1.Tuz uygulama denemesinin kurulmasindan genel bir goriiniim
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4.2.2. Gama dozlar ve in vitro seleksiyon uygulamasinin yapilmasi

Arastirmada, korungada canlilikta bir azalma olmaksizin ¢esit gelistirmek ve varyasyon
olusturmak amaciyla uygulanabilecek en etkin gama 151in dozlar1 olarak belirlenen 400 ile
600 Gray arasindaki dozlar kullanilmistir (78). Kobalt-60 (*°Co) gama 1sim1 kaynag: ile
farkli korunga ekotiplerinin tohumlar1 0-Kontrol, 400, 500 ve 600 Gy (Gray) gama isin

dozlar ile 1sinlanmistir

Belirlenen dozlarda (0-Kontrol, 400, 500 ve 600 Gy) isinlanmis tohumlar, kabuklar
soyularak, yiizey sterilizasyonu i¢in % 50 ¢amasir suyunda (% 5 sodyum hipoklorit iceren)
30 dakika tutulmus ve daha sonra steril saf su ile 3 kez durulanmustir. Steril edilen
tohumlar, yine steril Magenta kaplar igerisinde, belirlenen dozda (150 mM) NaCl, % 3
sukroz igeren ve % 0.7°1ik agar ile katilastirllan MS (Murashige ve Skoog 1962) (85) besin
ortaminda 25+1°C’de 16 saat 151k/8 saat karanlik fotoperiyotta ¢imlendirilmistir. Her
Magenta kabina 25 adet tohum yerlestirilmistir.

Farkli gama isinlar1 ile 1ginlanmis tohumlarin in vitro kosullar altinda g¢imlenmeye
alinmasindan itibaren 10 giin bekletilmistir (Sekil 4.2.). 10. giindeki ¢imlenen tohumlar
secilmis ve NaCl icermeyen MSO besi ortamina alinmistir. Secilen bitkicikler MSO besi
ortaminda 14 giin boyunca stres kosullarindan ari gelismeleri i¢in bekletilmistir (Sekil
4.3.). Gelisen bitkicikler, i¢inde torf bulunan plastik bardaklara aktarilmig, nem kaybini
azaltmak amaciyla bardaklarin lizeri plastik posetlerle kapatilmistir (Sekil 4.4.). Aktarilan
bitkiler iklim dolabinda yiliksek nemde (% 90-95) iki hafta tutulduktan sonra yavas yavas

normal nem seviyesine alistirilmistir.

39



Sekil 4.2. 'Kogas' Ekotipine ait 1sinlanmamis (kontrol) ve 1sinlanmis tohumlarin 150 mM
NaCl tuzu igeren MSO seleksiyon ortamlarindaki 0. giin ve 10. giin goriiniimleri. A)
Kontrol 0. giin, B) Kontrol 10. giin, C) 400 Gray 0. giin, D) 400 Gray 10. giin, E) 500 Gray
0. giin, F) 500 Gray 10. giin, G) 600 Gray 0. giin, H) 600 Gray 10.giin.
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Sekil 4.3. 10. giin sonunda se¢ilmis bitkiciklerin NaCl icermeyen MSO ortamina
aktarilmasi ve aktarildiktan 14 giin sonraki durumlari. Sirasiyla 10. giin MS0; A) 0 Gy, C)
400 Gy E) 500 Gy, G) 600 Gy; bitkiciklerin 14 giin sonraki MS0 ortamindaki durumlari B)
0 Gy, D) 400 Gy, F) 500 Gy, H) 600 Gy
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Sekil 4.4. NaCl icermeyen MSO besi ortamindan bitkiciklerin topraga aktarilmasi
islemlerinden genel bir goriiniim.

42



4.2.3. Sera sartlarinda bitkilere tuz uygulamasi ve seleksiyonu

Di1s ortama alistirilan bitkiler, igerisinde 150 mM NaCl tuzu igeren su ile 2 hafta boyunca
her bir bitkinin bulundugu plastik bardaklara 30 ml olacak sekilde 2 giin de bir su
verilmistir. Daha sonra hayatta kalan bitkiler secilerek farkli bir saksiya aktarilmistir (Sekil

4.5. ve Sekil 4.6.).

Sekil 4.5. Kontrollii bityiime kabininde in vitro kosullardan gelen bitkilere tekrar NaCl
uygulamasinin yapilmasi ve hayatta kalan bitkilerin se¢imi. A) Uygulama 6ncesi bitkiler,
B) Uygulama sirasinda bitkiler, C) Uygulama sonrasi bitkiler, D) Uygulama sonrasinda
hayatta kalan bitki.
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Sekil 4.6. Kontrollii biiyiitme kabinlerinde tuz uygulamasindan sonra hayatta kalan
bitkiciklerin topraginin yenilenmesi islemlerinden ve seraya gotiiriilen se¢ilmis bitkilerden
genel bir goriinim. A) Hayatta kalan bitkinin koklerinin yikanmasi, B) Kokleri yikanmis
bitkinin yeni bardaklara aktarilmasi, C) Yeni bardaklara aktarilmig bitkiler, D) Seraya
gotiiriilen bitkiler.
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4.3. Korunga Ekotiplerinin Tuza Tepkilerinin Belirlenmesinde Yapilan Olgiim ve

Analizler
4.3.1. Morfolojik ol¢iimler

Tohum c¢imlenme ylizdesi, bitki boyu, kdk boyu, bitki yas ve kuru agirliklar1 deneme

kurulduktan bir ay sonra hesaplanmustir.
4.3.2 Fotosentetik aktivitenin belirlenmesi

Klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil analizi Curtis ve Shetty (1996)’e¢ gore
gerceklestirilmistir (86). Bunun igin 50 mg taze yaprak 6rnegi,3 ml metanol igerisinde
23C° de karanlik bir ortamda 2 saat boyunca tutularak homojenize edilmistir. Homojenize
edilmis sividan 1.5 ml alinarak 650 ve 665 nm’de spektrofotometre araciligryla optik
yogunlugu (OD) odlciilmiis ve klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlar1 pg

Klorofil/g taze doku cinsinden 6l¢iilmiis ve asagida verilen formiiller ile hesaplanmistir.

Klorofil a
Klorofil b
Toplam Klorofil

(16.5 X A565-8.3 X A55o) x 3/0.05
(338 X Ags0-12.5 X A565) x 3/ 0.05
(25.8XA550-4.0 X Asss) x 3/ 0.05
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Sekil 4.7. Klorofil analizi i¢in hazirlanan 6rnekler ve spektrofotometrede okuma islemi

4.3.3. Lipid peroksidasyonu

Lutts ve arkadasglari (1996) tarafindan anlatilan yontem izlenerek lipid
peroksidasyonunun dl¢iimii gergeklestirilmistir (87). 200 mg taze yaprak iizerine 5 ml %
0.1°1ik trikloro asetik asit (TCA) ilave edilmis, bu karisim 12500 rpm devir hizinda 20
dakika siire ile santrifiij edilmistir. 5 m1’lik ekstrakttan 3 ml siipernatant alinmis, iginde %
20 TCA bulunan % 0.1°lik tiobarbiitrik (TBA)’den 3 ml ilave edilmistir. Bunun ardindan
A532 ve A600 nm’de absorbans degerlerinde spektrofotometrede okuma yapilmistir.

4.3.4. Antioksidatif enzim analizleri

Tuzluluk stresi altindaki bitkilerde meydana gelen enzim degisimlerini saptamak icin
yaklasik 1 g taze yaprak Ornegi sivi azot igerisinde porselen havanlarda ezilmis sonra
iginde 0.1 mM Na-EDTA bulunan 50 mM’lik 10 ml fosfat tampon ¢ozeltisi (pH=7.6) ile
homojenize edilmistir. Homojenize edilen ornekler 15 dakika stiresince 15000 g’de
santrifiij edilmis sonra elde edilen santrifiigantlar enzim analizlerinde kullanilmistir. Enzim
analizlerinin yapilacagi Ornekler analiz yapilincaya kadar +4°C sicaklikta muhafaza

edilmistir. Enzim 6l¢iimlerinde son hacimler tampon ¢ozeltisiyle tamamlanmustir.

4.3.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Cakmak ve Marschner (1992) ve Cakmak ve arkadaslar1 (1994)’e gore NBT nin (nitro
blue tetrazolium kloridin) 151k altinda O, tarafindan indirgenmesi yontemine gore

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢iilmiistiir (88), (89). Tim ¢ozeltiler konulduktan
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sonra reaksiyon ortami son hacim 5 ml olacak sekilde, cam siseler igerisine 6nce 0.1 mM
Na-EDTA iceren 50mM’lik (pH: 7.6) fosfat (P) tamponu, daha sonra iizerine sirasiyla
enzim eksraktt (25-100 pl), 0.5 ml 50 mM Na,CO3; (pH: 10.2), 0.5 ml 12 mM L-
methionine, 0.5 ml 75 uM P-nitro blue tetrazolium chloride (NBT) ve 10 uM riboflavine
eklenmistir. Ornekler 15 dakika 151k altinda bekletildikten sonra, 560 nm’de 6lciim
yapilmustir.

4.3.4.2. Katalaz (CAT)aktivitesi

Katalaz aktivitesi (CAT), H,O,’nin 240 nm’de (E=39.4 mM cm™) parcalanma orani esas
alinarak oOlg¢iilmiistiir. Bu enzim analizinde son hacim 1 ml olacak sekilde reaksiyon
ortamina 0.1 mM EDTA igeren 50 mM’lik fosfat tamponu (pH: 7.6), 0.1 ml 100 mM H,0;
ve enzim ekstrakti ilave edilmistir (88), (89).

4.3.4.3. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi, Cakmak ve Marschner (1992), Cakmak ve
arkadaslar1 (1994)’a gore, 290 nm’de (E=2.8 mM cm'l) askorbatin oksidasyonu ol¢iilerek
yapilmistir. Buna gore, son hacmi 1 ml olacak sekilde ayarlanan reaksiyon ortamina, 0.1
mM EDTA iceren 50 mM’lik fosfat tamponu (pH:7.6), 0.1 ml 10 mM EDTA iceren 12
mM H,0,, 0.1 ml 0.25 mM L(-) askorbik asit ve enzim ekstrakti ilave edilmis ve askorbat

oksidasyonu 290 nm’de spektrofotometre araciligiyla dl¢iilmiistiir (88), (89).
4.3.4.4. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi

Cakmak ve Marschner (1992), Cakmak ve arkadaslart (1994) ’e gore 340 nm’de (E=6.2
mM cm™) NADPH’nin oksidasyonu esas alinarak olciilmiistiir (88), (89). Buna gore, son
hacmi 1 ml olacak sekilde ayarlanan reaksiyon ortamina 0.1 mM EDTA igeren 50 mM’lik
fosfor tamponu (pH= 7.6), 0.1 ml 0.5 mM okside glutatyon (GSSG), 0.1 ml 0.12 mM
NADPH ve enzim ekstrakti ilave edilerek NADPH oksidasyonu 340 nm’de dlglilmiistiir.
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4.3.5. Prolin analizi

Prolin ekstraksiyonu ve analizi Bates ve arkadaslar1 (1973)’e gore yapilmistir (90). Buna
gore taze bitki 6rnegi alinmis % 3°liik siilfosalisilik asit ile par¢alanmig ve daha sonra filtre
edilmistir. Filtre edilen orneklerde, ninhidrin reaktifi kullanilmis ve tiiplere konulan
ornekler 1 saat 100°C’de su banyosunda tutulmus ve reaksiyon buz banyosunda
sonlandirilmistir. Soguyan 6rneklerin tizerine 4 ml toluen eklenmis, vortekslenmis, 520 nm

dalga boyunda spektrofotometrik olarak analiz edilmistir.

N

Sekil 4.8. Prolin analizi i¢in hazirlanan 6rnekler

4.4, Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriir olacak sekilde kurulmustur.
Elde edilen veriler “IBM SPSS Statistics 21” programi yardimiyla varyans analizine tabi
tutulmustur. Uygulama ortalamalar1 % 5 6nem seviyesinde “IBM SPSS Statistics 21”
programi kullanilarak Duncan testi ile karsilastirilmistir. Ekotipler ve dozlar arasindaki
interaksiyon i¢in gerekli analiz “IBM SPSS Statistics 21” programi yardimi ile yapilmis
olup, uygulama ortalamalart MSTAT-C bilgisayar programi kullanilarak Duncan testi ile
karsilastirilmistir. Yiizde degerlere istatistiksel analizden once arcsin transformasyonu

uygulanmistir (91).
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Farkh Korunga Ekotiplerinin Tuza (NaCl) Tepkilerinin Belirlenmesi Calismalari

Farkli korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) ekotiplerinin ('Kogas', 'Malya', 'Altinova' ve
'Ulas") NaCl tuzuna olan tepkilerini belirlemek amaciyla, morfolojik (fide ve kok boy, fide
yas ve kuru agirligi, tohum ¢imlenme yiizdesi) ve fizyolojik (klorofil a, Klorofil b, toplam
Klorofil, lipid peroksidasyon (MDA), antioksidatif enzimler (SOD, CAT, APX ve GR) ve
prolin) parametreler kullanilmistir. Caligmada farkli tuz (NaCl) dozlarinin (0, 100, 150 ve
200 mM) morfolojik ve fizyolojik parametreler iizerine etkisi incelenmistir. Incelenen
morfolojik ve fizyolojik ozelliklere iliskin veriler ve bu verilerin incelenmesi ile elde
edilen sonuglar herbir korunga ekotipi i¢in ayri1 bagliklar altinda agiklanmistir. Ayrica
morfolojik ve fizyolojik bulgularin ekotipler arasinda kiyaslanmasi amaciyla olusturulan

cizelgelerde ayr1 basliklar altinda sunulmustur.

5.1.1. Farkh tuz (NaCl) dozlarimn korunga ekotiplerinde morfolojik parametreler

iizerine etkisi

5.1.1.1. Farkh tuz dozlarimin'Koc¢as' ekotipinde morfolojik parametreler iizerine
etkisi

Farklt NaCl dozlar1 uygulanan 'Kocgas' ekotipinin tohum ¢imlenme yiizdesi, fide ve kok
boyu ile fide yas ve kuru agirliklarina ait sonuglar Cizelge 5.1.’de verilmistir. Cizelge 5.1.
goriildiigii gibi, tohum ¢imlenme yiizsesinde en yiiksek deger % 91.00 ile kontrol
grubundan, en diisiik deger % 44 ile 200 mM NaCl dozundan elde edilmis olup, 0 mM’dan
200 mM’a % 51.65’1lik bir azalma olmustur. Tuz uygulamasi ile birlikte fide boyunda
azalma meydana gelmistir. En yiiksek deger 9.30 cm ile kontrol grubundan, en diisiik deger
ise 4.90 cm ile 200 mM NaCl dozundan alinmigtir. 0 mM’dan 200 mM’a yiizde degisme
orani % 47.32 olarak hesaplanmistir. K6k boyu bakimindan en ytiksek deger 11.53 cm ile
kontrol grubundan, en diisiik deger ise 9.36 cm ile 200 mM NaCl dozundan elde edilmistir.
Kontrol grubu ile 200 mM NaCl dozu arasindaki % 18.83’lik bir azalma olmustur. NaCl
dozlarindaki artisa paralel olarak fide yas ve kuru agiliklarinda azalma olmustur. Buradaki
en yiiksek degerler sirasiyla, 0.817 g ve 0.542 g ile kontrol bitkilerinden, en diisiik degerler
sirastyla, 0.647 g ve 0.422 g ile 200 mM NaCl dozu uygulanmis bitkilerde Ol¢lilmiistiir.
Yiizdesel degisim sirasiyla, % 20.81 ve % 22.15 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 5.1. Korunganin 'Kogas' ekotipinde, farkli tuz dozlarimin sera sartlarinda tohum c¢imlenmesi, fide ve kok boylari, fide yas ve kuru
agirliklar lizerine etkisi ile 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

Cimlenme Fide Kok Fide Fide
(%) Degisim Boyu  Degisim Boyu Degisim Yas Degisim Kuru Degisim

NaCl Dozu (%) (cm) (%) (cm) (%) Agirhk (9) (%) Agirhk (9) (%)

0 mM (Kontrol) 91.00 a 9.30a 1153 a 0.817 a 0.542 a

100 mM 84.00 a 750D 10.46 b 0.759 a 0.489 ab

-51.65* -47.32 -18.83 -20.81 -22.15

150 mM 63.00 b 553c¢ 10.10 bc 0.674b 0.397 bc

200 mM 44.00 c 4.90d 9.36 ¢ 0.647b 0.422 ¢

*: (-) isareti degisimin azalis yoniinde oldugunu ifade etmektedir
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5.1.1.2. Farkh tuz dozlarinin 'Malya' ekotipinde morfolojik parametreler iizerine
etkisi

Farkli NaCl dozlar1 uygulanan 'Malya' ekotipinin tohum ¢imlenme yiizdesi, fide ve kok
boyu ile fide yas ve kuru agirliklarina ait sonuglar Cizelge 5.2.’de gosterilmistir. Cizelge
5.2.’a bakildiginda, tohum ¢imlenme yiizdesi bakimindan en yiiksek degerin % 89.00 ile
kontrol grubundan, en diisiik degerin % 37.00 ile 200 mM NaCl dozundan elde edildigi
goriilmektedir. % 58.43’lik bir azalma hesaplanmistir. Fide ve kok boyu parametreleri i¢in
en yliksek degerler sirastyla, 8.13 ve 10.33 cm ile kontrol grubundan, en diisiik degerler
strastyla 5.06 ve 10.03 cm ile 200 mM NaCl dozundan elde edilmis olup, kontrol grubu ile
200 mM NaCl arasinda sirasiyla, % 37.77 ve % 2.91°lik bir azalma olmustur. Fide yas ve
kuru agirlik parametreleri acisindan en yiliksek degerler sirasiyla, 0.342 ve 0.229 g ile
kontrol gruplarinda, en diisiik degerler sirasiyla, 0.273 ve 0.169 ile 200 mM NaCl
dozlarinda hesaplanmistir. Bu parametrelerdeki kontrol gruplart ve 200 mM NaCl dozlari

arasinda sirastyla, % 20.18 ve % 26.21°lik bir azalma olmustur.

5.1.1.3. Farkh tuz dozlarmmin 'Altinova’ ekotipinde morfolojik parametreler iizerine
etkisi

Farkli NaCl dozlar1 uygulanan 'Altinova' ekotipinin tohum ¢imlenme yiizdesi, fide ve kok
boyu ile fide yas ve kuru agirliklarina ait sonuglar Cizelge 5.3.’de verilmistir. Cizelge 5.3.
incelendiginde, tohum ¢imlenme yiizdesinin en yiiksek degeri % 83.00 ile kontrol
grubundan, en diisiik degerin % 12.00 ile 200 mM NaCl dozundan elde edildigi
gorilmektedir. Kontrol grubu ile 200 mM NaCl dozu arasinda % 85.55 oraninda azalis
gerceklesmistir. Fide ve kok boyu parametreleri i¢in en yliksek degerler sirasiyla, 6.53 ve
9.43 cm ile kontrol grubundan, en diisiik degerler sirasiyla 4.50 ve 7.43 cm ile 200 mM
NaCl dozundan elde edilmis olup, kontrol grubu ile 200 mM NaCl arasinda sirasiyla, %
31.09 ve % 21.21°lik bir azalma olmustur. Fide yas ve kuru agirlik parametreleri agisindan
en yiiksek degerler sirasiyla, 0.319 ve 0.188 g ile kontrol gruplarinda, en diisiik degerler
strastyla, 0.258 ve 0.175 ile 200 mM NaCl dozlarinda hesaplanmistir. Bu parametrelerdeki
kontrol gruplar1 ve 200 mM NaCl dozlar arasinda sirasiyla, % 19.13 ve % 6.92’lik bir

azalma olmustur.
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Cizelge 5.2. Korunganin 'Malya' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin sera sartlarinda tohum ¢imlenmesi, fide ve kok boylari, fide yas ve kuru

agirliklar izerine etkisi ile 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

Cimlenme Fide Kok Fide Fide
(%) Degisim Boyu Degisim Boyu Degisim Yas Degisim Kuru Degisim
NaCl Dozu (%) (cm) (%) (cm) (%) Agirhk (9) (%) Agirhk (9) (%)
0 mM (Kontrol) 89.00 a 8.13a 10.33 0.342 a 0.229 a
100 mM 83.00 a 8.26 a 10.46 0.335a 0.198 ab
-58.43* -37.77 -2.91 -20.18 -26.21
150 mM 53.00 b 527b 11.46 0.263 b 0.173b
200 mM 37.00c 5.06 b 10.03 0.273b 0.169 b

Cizelge 5.3. Korunganin 'Altinova' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin sera sartlarinda tohum ¢imlenmesi, fide ve kok boylari, fide yas ve kuru

agirliklar tizerine etkisi ile 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gozlenen degisim orani

Cimlenme Fide Kok Fide Fide
(%) Degisim Boyu Degisim Boyu Degisim Yas Degisim Kuru Degisim

NaCl Dozu (%) cm) (%) (cm) (%) Agirhk (9) (%) Agirhik (g) (%)
0 mM (Kontrol) 83.00a 6.53 a 9.43a 0.319a 0.188a
100 mM 63.00 b 5.83b 9.26 ab 0.342 a 0.181 ab

-85.55* -31.09 -21.21 -19.13 -6.92
150 mM 40.00 c 510c 8.60Db 0.286 b 0.174b
200 mM 12.00d 450c 743c 0.258 ¢ 0.175b

*: Her iki Cizelgedeki (-) isareti degisimin azalig yoniinde oldugunu ifade etmektedir.
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5.1.1.4. Farkh tuz dozlarmn 'Ulas’ ekotipinde morfolojik parametreler iizerine etkisi

Farkli NaCl dozlar1 uygulanan 'Ulas' ekotipinin tohum ¢imlenme yiizdesi, fide ve kok boyu
ile fide yas ve kuru agirliklarina ait sonuclar Cizelge 5.4.’de verilmistir. Cizelge 5.4.’de
goriildiigl gibi, tohum ¢inlenme yiizdesi bakimindan yilizdesinin en yiiksek degeri % 88.00
ile kontrol grubundan, en diisiik degerin % 55.00 ile 200 mM NaCl dozundan elde edilmis
olup, %36.37°1ik bir azalma olmustur. Fide ve kok boyu parametrelerine bakildiginda,
sirasiyla en yiiksek degerlerin 7.03 ve 10.20 cm ile kontrol grubunlarinda, en diisiik
degerlerin sirastyla 5.06 ve 9.60 cm ile 200 mM NaCl dozlarinda oldugu goriilmektedir.
Kontrol gruplari ile 200 mM NaCl dozlar arasinda sirastyla, % 28.03 ve % 3.62 oraninda
azalma gergeklesmistir. Fide yas ve kuru agirlik parametreleri agisindan en yiiksek degerler
sirastyla, 0.285 ve 0.187 g ile kontrol gruplarinda, en diisiik degerler sirasiyla, 0.249 g ile
200 mM NaCl dozunda ve 0.160 ile 150 mM NaCl dozunda hesaplanmistir. Bu
parametrelerdeki kontrol gruplar1 ile 200 mM NaCl dozlar1 arasinda sirasiyla, % 6.32 ve %

4.28’lik bir azalma olmustur.

5.1.1.5. Farkh tuz dozlarimin morfolojik parametreler iizerine etkisi bakimindan

ekotiplerin kiyaslanmasi

Farkli NaCl dozlarinin (0-(kontrol), 100, 150 ve 200 mM) korunga ekotiplerinde ('Kogas',
'Malya', 'Altinova' ve 'Ulas') tohum ¢imlenme yiizdesi iizerine etkisi bakimindan
kiyaslandigi rakamsal degerler Cizelge 5.5’de verilmistir. Cizelge 5.5. incelendiginde,
ekotipler arasinda en yiiksek c¢imlenme ylizdesi % 91.00 ile 'Kogas' ekotipinde
belirlenirken, bunu % 89.00 ile Malya, % 88.00 ile 'Ulas' ve % 83.00 ile 'Altova'
ekotipleri izlemistir. En yiiksek NaCl dozu olan 200 mM’a bakildiginda, en yiiksek
¢imlenme yiizdesi % 55.00 ile 'Ulas'ekotipinde oldugu goriilmektedir. Bunu % 44 ile
'Kocgas,'% 37.00 ile 'Malya', ve % 12.00 ile 'Altinova' ekotipleri takip etmistir. Tuz
uygulamasinda tiim ekotiplerde tohum c¢imlenme yiizdesinde kontrol gruplarma gore
azalma gostermistir. Tuz stresi altinda her ekotipte 0 mM ile 200mM arasindaki yiizdesel
degisim oranmi dikkate alindiginda en az etkilenen ekotipin % 36.37 ile 'Ulas' oldugu
goriilmektedir. Bunu sirastyla Kogas' (% 51.55), 'Malya' (% 58.43) ve 'Altiova' (% 85.55)
ekotipleri izlemistir. Ekotipler ile NaCl dozlar1 arasindaki interaksiyon % 1 diizeyinde

o6nemli bulunmustur.
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Cizelge 5.4. Korunganin 'Ulas' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin sera sartlarinda tohum ¢imlenmesi, fide ve kok boylari, fide yas ve kuru
agirliklar lizerine etkisi ile 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

Cimlenme Fide Kok Fide Fide
(%) Degisim Boyu  Degisim Boyu Degisim Yas Degisim Kuru Degisim
NaCl Dozu (%) (cm) (%) (cm) (%) Agirhk (g) (%) Agirhik (g) (%)
0 mM (Kontrol) 88.00 a 7.03 a 9.96 0.285a 0.187 a
100 mM 80.00 a 5.66 b 10.00 0.250 b 0.184 a
-36.37* -28.03 -3.62 -6.32 -4.28
150 mM 64.00 b 5.36 bc 10.20 0.249b 0.160 b
200 mM 55.00 ¢ 5.06 ¢ 9.60 0.267 ab 0.179a

Cizelge 5.5. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde tohum ¢imlenmesi ve 0 mM’dan 200mM’a yiizdesel (%) degisim orani iizerine etkisi

Kogas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim  Ortalama
(%) (%) (%) (%)
0 mM (Kontrol) 91.00a 89.00 a 83.00 ab 88.00 ab 87.75
100 mM 84.00 ab 83.00 ab 63.00 ¢ 80.00 b 77.50
-51.65* -58.43 -85.55 -36.37

150 mM 63.00 c 53.00d 40.00 ef 64.00 c 55.00
200 mM 44.00 e 37.00f 12.00 ¢ 55.00 d 37.00
Ortalama 70.50 65.50 49.50 71.75

*: Her iki Cizelgede (-) isareti degisimin azalis yoniinde oldugunu ifade etmektedir.
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Tuz stresi altinda yetistirilen korunga ekotiplerinin fide boyu degerlerinde azalma meydana
geldigi saptanmistir (Cizelge 5.6.) Kontrol grubu bitkilerde en yiiksek fide boyu degeri
9.30 cm ile 'Kogas' ekotipinden elde edilirken, en yiiksek NaCl dozu olan 200 mM’da en
yiiksek deger 5.06 cm ile 'Malya ve 'Ulas' ekotiplerinden elde edilmistir. EKotiplerin
kontrol gruplari ile 200 mM NaCl dozlar1 arasindaki yiizdesel degisim dikkate alindiginda,
en az azalisin % 36.37 ile 'Ulas' ekotipinde oldugu goriilmektedir. Bunu % 31.09 ile
'Altinova', % 37.77 ile 'Malya' ve % 47.32 ile 'Kogas' ekotipleri izlemistir. Fide boyu
bakimindan ekotipler ile NaCl dozlar1 arasindaki interaksiyon istatistiki acidan % 1
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Genel olarak 'Kocas' ekotipinin diger ekotiplerden daha

uzun fide boyu verdigi goriilmektedir.

Kok boyu bakimindan Cizelge 5.7. incelendiginde, en yiiksek degerin 11.53 cm ile 'Kogas'
ekotipinin kontrol grubundan, en diisiik degerin 7.43 cm ile 'Altinova' ekotipinin 200 mM
NaCl dozundan elde edildigi goriilmektedir. Kontrol grubu bitkiler ile 200 mM NacCl
uygulanmis bitkiler arasindaki yiizdesel degisim dikkate alindiginda, tuz stresinden olusan
azaligin en fazla % 21.21 ile 'Altinova' ekotipinde oldugu, bunu sirasiyla 'Kogas' (% 18.83),
'Ulas' (% 3.62) ve 'Malya' (% 2.62) takip ettigi goriilmektedir. Kok boyuda ekotipler ile
NaCl dozlar arasindaki interaksiyon istatistiki a¢idan % 1 diizeyinde 6nemli ¢ikmustir.
Ortalamalar incelendiginde en yiiksek degerin kontrol grubu bitkilerden alindig
gozlenmektedir. Genel olarak 'Malya' ekotipinin diger ekotiplerden daha uzun kok boyu

verdigi goriilmektedir.

Tuz stresine maruz birakilan ekotiplerde fide yas ve kuru agirlik parametreleri de
incelenmistir. Artan tuz stresinin, fide yas agirliginda gerek olgiilen gergek degerlerde
gerekse kontrol gruplari ile 200 mM NaCl dozlar arasindaki yiizdesel degisimde azalmaya
neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.8.) . Fide yas agirligi bakimindan en yiiksek deger
'Kogas' ekotipinin kontrol grubundan (0.817 g) elde edilirken, en diisiik deger 'Altinova’
ekotipinin 200 mM NaCl dozundan (0.258 g) elde edilmistir. Ekotipler arasinda kontrol
gruplar1 ile 200 mM NaCl dozlar1 arasindaki en az azalis % 6.32 ile 'Ulas' ekotipinde
olmustur. Bunu % 19.13 ile 'Altinova', % 20.18 ile 'Malya' ve % 20.81 ile 'Kogas' ekotipi
izlemistir. Fide yas agirligr bakimindan ekotipler ile NaCl dozlar1 arasindaki interaksiyon
istatiski agidan % 1 diizeyinde onemli ¢ikmistir. Genel olarak ortlamalara bakildiginda

'Kogas' ekotipinin diger ekotiplere gore daha yiiksek deger verdigi goriilmektedir.
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Cizelge 5.6. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde fide boyu ve 0 mM’dan 200mM’a yiizdesel (%) degisim orani iizerine etkisi

Kocas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim Ortalama
(%) (%) (%) (%)
0 mM (Kontrol) 9.30a 8.13b 6.53d 7.03 cd 7.74
100 mM 750¢c 8.26 b 583e 5.66 ef 6.81
-47.32* -37.77 -31.09 -28.03

150 mM 5.53 efg 5.27 e-h 5.10 fgh 5.36 e-h 5.30
200 mM 4.90 h 5.06 gh 4501 5.06 gh 4.88
Ortalama 6.80 6.68 5.49 5.77

Cizelge 5.7. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde kok boyu ve 0 mM’dan 200mM’a yiizdesel (%) degisim orani iizerine etkisi

Kocas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim Ortalama
(%) (%) (%) (%)

0 mM (Kontrol) 11.53a 10.33 cd 9.43 cde 9.96 cd 10.31
100 mM 10.46 bc 10.46 bc 9.26 de 10.00 cd 10.04

-18.83* -2.62 -21.21 -3.62
150 mM 10.10 cd 11.46 ab 8.60 e 10.20 cd 10.09
200 mM 9.36 cde 10.06 cd 7.43f 9.60 cde 9.11
Ortalama 10.36 10.57 8.68 9.94

*: Her iki Cizelgede (-) isareti degisimin azalis yoniinde oldugunu ifade etmektedir.
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Artan tuz stresine bagli olarak ekotiplerdeki fide kuru agirlik degerlerinde azalma olmustur
(Cizelge 5.9.). Ekotipler arasinda en yiiksek deger 0.542 g ile 'Kogas' ekotipinin kontrol
grubundan, en diisiik deger 0.169 g ile 'Malya' ekotipinin 200 mM NaCl dozundan elde
edilmistir. Kontrol grubu bitkiler ile 200 mM NaCl dozlarindaki bitkiler karsilastirildiginda
hesaplanan en diisiik yiizdesel degisim % 4.28 ile 'Ulas' ekotipinde olmustur. % 6.92 ile
'Altinova' ekotipi ikinci sirada almis, bunu sirasiyla % 22.15 ile 'Kogas' ekotipi ve % 26.21
ile 'Malya' ekotipi izlemistir. Fide kuru agirlik parametresinde de ekotipler ve NaCl dozlar1
arasindaki interaksiyon istatistiki agidan % 1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Genel olarak
ortalamalara bakildiginda 'Kogas' ekotipinin diger ekotiplere gore daha yiiksek degerler

verdigi goriilmektedir.

5.1.2. Farkh tuz (NaCl) dozlarinin korunga ekotiplerinde fizyolojik parametreler

iizerine etkisi

5.1.2.1. Farkh tuz dozlarinin'Kogas' ekotipinde fizyolojik parametreler iizerine etKkisi

Tuz stresi 'Kogas' ekotipinde yapraklardaki Kklorofil a, klorofil b ve toplam klorofil
miktarinin azalmasina neden olmustur (Cizelge 5.10.). Klorofil a, klorofil b ve toplam
klorofil bakimindan en yiikksek degerler sirasiyla, 764.400, 819.140 ve 856.600 g
Klorofil/g doku ile kontrol grubu bitkilerden elde edilmis olup, en diisiikk degerler ise
sirasiyla, 283.324, 261.388 ve 379.728 pg klorofil/g doku ile 100 mM NaCl dozlar
uygulanmig bitkilerden elde edilmistir. Kontrol grubu bitkiler ile 200 mM NaCl dozu
uygulanmis bitkiler arasindaki yiizdesel degisim bakimmdan en az azalisi % 53.71 ile

Klorofil a da, en yiiksek azalis1 % 55.55 ile toplam klorofil de hesaplanmustir.

Sera sartlarinda 1 ay boyunca farkli dozlarda NaCl uygulanmis bitkilerin yapraklarindan
aliman orneklerde oOlglilen SOD, CAT, APX ve GR antioksidatif enzimlere, lipid
peroksidasyona (MDA) ve proline ait sonuglar Cizelge 5.11. ve Cizelge 5.12.°de
verilmistir. Cizelge 5.11. incelendiginde, artan NaCl dozlart ile birlikte SOD, CAT ve APX
aktivitelerinin arttig1 belirlenmistir. SOD, CAT ve APX enzimlerinin aktiviteleri
bakimindan en yiiksek miktarlar sirasiyla 307.78, 2230.36 ve 28.06 U/dk/mg T.A ile 150
mM NaCl uygulamig bitkilerde, en diisiik degerler ise sirasiyla, 43.43, 617.32 ve 3.46
U/dk/mg T.A ile kontrol grubu bitkilerinde ol¢lilmiistiir.

57



Cizelge 5.8. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde fide yas agirlik ve 0 mM’dan 200mM’a yiizdesel (%) degisim orani {izerine etkisi

Kocas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim  Ortalama
(%) (%) (%) (%)

0 mM (Kontrol) 0.817a 0.342d 0.319 de 0.285 def 0.440
100 mM 0.759 b 0.335d 0.342d 0.250 f 0.421

-20.81* -20.18 -19.13 -6.32
150 mM 0.674c 0.263 ef 0.286 def 0.249 f 0.368
200 mM 0.647 c 0.273 ef 0.258 f 0.267 ef 0.361
Ortalama 0.724 0.303 0.301 0.262

Cizelge 5.9. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde fide kuru agirlik ve 0 mM’dan 200mM’a yiizdesel (%) degisim orani iizerine etkisi

Kogas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim (%) Degisim  Ortalama
(%) (%) (%) (%)

0 mM (Kontrol) 0.542 a 0.229d 0.188 de 0.187 de 0.286
100 mM 0.489b 0.198 de 0.181 de 0.184 de 0.263

-22.15* -26.21 -6.92 -4.28
150 mM 0.397c 0.173 de 0.174 de 0.160 e 0.226
200 mM 0422 ¢ 0.169 de 0.175 de 0.179 de 0.236
Ortalama 0.462 0.192 0.179 0.177

*: (-) isareti degisimin azalig yoniinde oldugunu ifade etmektedir.
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Cizelge 5.10. Korunganin 'Kogas' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin sera sartlarinda gelisen fidelerin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam
klorofil kapsamlar tizerine etkisi ile 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen karakterlerde gozlenen degisim orant

Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil
(ng klorofil/g Degisim (ng klorofil/g Degisim (ng Kklorofil/g Degisim
NaCl Dozu doku) (%) doku) (%) doku) (%)
0 mM (Kontrol) 764.400 a 819.140 ab 856.600 a
100 mM 283.324 b 261.388 ¢ 379.728 b
-53.71* -54.36 ~55.55
150 mM 798.944 a 888.496 a 898.656 a
200 mM 353.856 b 373.924 bc 380.824 b

*: (-) isareti degisimin azalig yoniinde oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 5.11. Korunganin 'Kogas' ekotipinde, farkli tuz dozlarinmn antioksidatif enzimler Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX) kapsamlari tizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

SOD CAT APX
NaCl Dozu (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (U/dk/mg T.A) Degisim (%)
0 mM (Kontrol) 43.43D 617.32 ¢ 3.46 b
608.68 261.29 710.98
100 mM 277.40 a 1100.73 b 21.99a
150 mM 307.78 a 2230.36 a 28.06 a
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Kontrol bitkilerine gére 150 mM NaCl dozu uygulanmis bitkilerdeki SOD degisimin orani
% 608.68, CAT degisim oram1 % 261.29 ve APX degisim oram1 % 710.98 olarak

bulunmustur.

Cizelge 5.12.°ye bakildiginda, GR, MDA ve prolin miktarlarinin artan NaCl dozlar ile
birlikte arttig1 goriilmektedir. En yiiksek GR (137.81 U/dk/mg T.A), MDA (18.68 p mol/g
T.A) ve prolin (15.32 p mol/g T.A) miktarlarin 150 mM NaCl dozu uygulanmis bitkilerde
oldugu, en diisiik miktarlarin ise sirasiyla 10.43 U/dk/mg T.A, 5.58 u mol/g T.A ve 2.25 u
mol/g T.A ile kontrol grubu bitkilerde oldugu belirlenmistir. Yiizdesel degisim oranlarina
bakildiginda, GR’de % 1221.28, MDA’da % 159.80 ve prolinde % 580.88 oldugu
goriilmektedir. Genel olarak Cizelge 5.11. ve Cizelge 5.12.°ye bakildiginda, 'Kogas'
ekotipinde antioksidatif enzimlerin miktar1 agisindan en yiiksek degeri 2230.36 U/dk/mg
T.A ile CAT enziminin verdigi goriilmekte olup, antioksidatif enzimlerdeki % degisim

dikkate alindiginda en yiiksek artis1 % 1221.28 ile GR’nin verdigi gériilmektedir.

5.1.2.2. Farkh tuz dozlarimin'Malya' ekotipinde fizyolojik parametreler iizerine etkisi

Artan tuz stresi 'Malya' ekotipinin yapraklardaki klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil
miktarinin 6nce artmasina daha sonra azalmasina neden olmustur (Cizelge 5.13.). Klorofil
a miktar1 bakimindan en yiiksek deger 637.752 ug klorofil/g doku ile 100 mM NaCl
dozunda, en diisiik deger ise 248.436 pg klorofil/g doku ile 200 mM NaCl dozunda elde
edilmistir. Klorofil b miktarina bakildiginda en yiiksek deger 150 mM NaCl dozunda
(489.240 ng klorofil/g doku), en disiik deger 200 mM NaCl dozunda (236.692 pug
klorofil/lg doku) oldugu goriilmektedir. Toplam klorofil incelendiginde 678.000 pg
klorofil/g doku ile en yiiksek degerin 150 mM NaCl dozunda, 279.464 pg klorofil/g doku
ile en diisik dozun 200 mM NaCl dozunda oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu
bitkilerdeki klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsami ile 200 mM NaCl uygulanmis
bitkilerdeki klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsami arasindaki degisim oraninin
klorofil a i¢in % 56.91, klorofil b i¢cin % 35.16 ve toplam klorofil i¢in % 40.35 oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 5.14. ve Cizelge 5.15.’de SOD, CAT, APX ve GR antioksidatif enzimlere, lipid

peroksidasyona (MDA) ve proline ait sonuglar gosterilmistir.
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Cizelge 5.12. Korunganin 'Kogas' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin antioksidatif enzim glutatyon rediiktaz (GR), lipid peroksidasyon (MDA) ve
prolin kapsamlari tizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

GR MDA Prolin
NaCl Dozu (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (n mol/g T.A) Degisim (%) (n mol/g T.A) Degisim (%)
0 mM (Kontrol) 1043 c 558 ¢ 225¢c
1221.28 159.80 580.88
100 mM 56.81b 11.47b 8.23b
150 mM 137.81 a 18.68 a 1532 a

Cizelge 5.13. Korunganin 'Malya' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin sera sartlarinda gelisen fidelerin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam
klorofil kapsamlari lizerine etkisi ile 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gozlenen degisim orant

Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil
(ng klorofil/g Degisim (ng klorofil/g Degisim (ug Klorofil/g Degisim

NaCl Dozu doku) (%) doku) (%) doku) (%)

0 mM (Kontrol) 576.532 a 338.904 b 469.264 b

100 mM 637.752 a 442.764 a 610.384 a 40,45

-56.91* -35.16 '

150 mM 618.000 a 489.240 a 678.000 a

200 mM 248.436 b 236.692 ¢ 279.464 ¢

*: (-) isareti degisimin azalig yoniinde oldugunu ifade etmektedir
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Cizelge 5.14.e bakildiginda, kontrol bitkilerine goére 150 mM NaCl uygulanmis
bitkilerdeki SOD, CAT ve APX miktarlarinin artis gosterdigi belirlenmistir. Kontrol grubu
ile 150 mM NaCl arasindaki degisim oran1 SOD’da % 29.45, CAT’da 17.05 ve APX’de
276.37 olarak hesaplanmistir. GR, MDA ve prolindeki degisim sirastyla, % 91.12, %
128.08 ve % 201.79 oldugu saptanmistir (Cizelge 5.15.). Cizelge 5.15. incelendiginde, GR,
MDA ve prolin i¢in en yiiksek degerler sirasiyla, 86.33 U/dk/mg T.A, 22.35 u mol/g T.A
ve 10.11 p mol/g T.A ile 150 mM NaCl uygulanmis bitkilerden, en diisiik degerler
sirastyla, 45.11 U/dk/mg T.A, 8.66 u mol/g T.A ve 3.35 p mol/g T.A kontrol grubundan
elde edildigi goriilmektedir. 'Malya' ekotipinde antioksidatif enzimler igerisinden en
yiiksek degeri 794.42 U/dk/mg T.A ile CAT 1n verdigi bulunmustur. Bunu sirasiyla SOD
(231.11 U/dk/mg T.A), GR (86.33 U/dk/mg T.A) ve APX (19.91 U/dk/mg T.A) izlemistir.

5.1.2.3. Farkh tuz dozlarmmin'Altinova' ekotipinde fizyolojik parametreler iizerine
etkisi

'Altimova’' ekotipinde klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarinin kontrol grubuna
gore 100 mM NaCl dozunda 6nce arttig1, sonra 100 mM NaCl dozuna goére 150 mM NaCl
dozunda azaldig1, daha sonra 150 mM NaCl dozunna gére 200 mM NaCl dozunda azaldig:
belirlenmistir (Cizelge 5.16.) . En yiiksek klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktar
kontrol gruplarinda sirasiyla, 811.840, 634.020 ve 883.160 ug klorofil/g doku olarak
bulunmustur. En diisiik klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktar1 sirasiyla, 426.824,
329.236 ve 460.776 pg klorofil/g doku ile 150 mM NaCl dozu uygulanmis bitkilerde
saptanmistir. Kontrol grubu bitkiler ile 200 mM NaCl uygulanmis bitkiler arasindaki yiizde
degisim klorofil a’da % 28.06, klorofil b’de 27.98 ve toplam klorofil’de % 28.02 olarak

bulunmustur.

Cizelge 5.17.’de SOD, CAT, APX antioksdiatif enzimlere ait sonuglar verilmistir. SOD,
CAT, APX’in miktarlarinin tuz stresi ile birlikte arttig1 belirlenmistir. En yiiksek degerler
150 mM NaCl dozunda sirasiyla, 314.90, 1343.15 ve 16.30 U/dk/mg T.A ve en diisiik
degerler sirasiyla 200.21, 1163.90 ve 5.90 U/dk/mg T.A ile kontrol gruplarinda
bulunmustur. Kontrol gruplart ile 150 mM NaCl dozlar1 arasidaki degisim SOD’da %
57.28, CAT’da % 15.40 ve APX’de % 176.21 olarak hesaplanmuistir.
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Cizelge 5.14. Korunganin 'Malya' ekotipinde, farkli tuz dozlarmin antioksidatif enzimler Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX) kapsamlar1 lizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

SOD CAT APX
NaCl Dozu (U/dk/mg T.A)  Degisim (%) (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (U/dk/mg T.A) Degisim (%)
0 mM (Kontrol) 178.52 b 678.68 c 529b
100 mM 189.15 b 903.55 a 1457 a
29.45 17.05 276.37
150 mM 231.11a 794.42 b 19.91a

Cizelge 5.15. Korunganin 'Malya' ekotipinde, farkli tuz dozlarmin antioksidatif enzim glutatyon rediiktaz (GR), lipid peroksidasyon (MDA) ve
prolin kapsamlari lizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

GR MDA Prolin
NaCl Dozu (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (u mol/g T.A) Degisim (%) (u mol/g T.A) Degisim (%)
0 mM (Kontrol) 45.17 b 8.66 b 3.35¢
100 mM 91.78 a 26.37 a 8.01b
91.12 158.08 201.79
150 mM 86.33 a 22.35a 10.11a

63



Cizelge 5.16. Korunganin 'Altinova' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin sera sartlarinda gelisen fidelerin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil kapsamlari {izerine etkisi ile 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil
(ng klorofil/g Degisim (ng klorofil/g Degisim (ng klorofil/g Degisim (%)

NaCl Dozu doku) (%) doku) (%) doku)

0 mM (Kontrol) 811.840 a 634.020 a 883.160 a
100 mM 568.988 bc 439.432 bc 614.712 bc

-28.06* -27.98 -28.02

150 mM 426.824 ¢ 329.236 ¢ 460.776 ¢
200 mM 584.116 b 456.584 b 635.784 b

*: (-) isareti degisimin azalig yoniinde oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 5.17. Korunganin 'Altinova' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin antioksidatif enzimler Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX) kapsamlari {izerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

SOD CAT APX
NaCl Dozu (U/dk/mg T.A)  Degisim (%) (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (U/dk/mg T.A) Degisim (%)
0 mM (Kontrol) 200.21 b 1163.90 a 5.90b
100 mM 275.41 ab 400.00 b 14.63 a
57.28 15.40 176.21
150 mM 314.90 a 1343.15a 16.30 a
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GR, MDA ve proline ait sonuglar Cizelge 5.18.’de verilmistir. GR, MDA ve prolin
bakimindan en yiiksek degerler 150 mM NaCl dozunda sirasiyla, 99.49 U/dk/mg T.A,
21.74 p mol/g T.A ve 2.52 p mol/g T.A olarak belirlenmis olup, en diisiik degerler
sirasiyla 25.98 U/dk/mg T.A, 7.34 u mol/g T.A ve 2.52 p mol/g T.A ile 0 mM NaCl
dozundan elde edilmistir. Kontrol gruplar1 ile 150 mM NaCl dozlar1 arasidaki degisim
GR’de % 282.94, MDA’da % 196.18 ve prolin’de % 276.76 olarak belirlenmistir. Cizelge
5.17. ve Cizelge 5.18. genel olarak incelendiginde, antioksidatif enzimler igerisinde en
yiiksek degeri CAT (1343.15 U/dk/mg T.A) vermistir. Bunu 314.90 U/dk/mg T.A ile SOD,
99.49 U/dk/mg T.A ile GR ve 16.30 U/dk/mg T.A ile APX takip etmistir.

5.1.2.4. Farkh tuz dozlarmn'Ulas' ekotipinde fizyolojik parametreler iizerine etkisi

Tuz stresi 'Ulas' ekotipinin yapraklardaki klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil
miktarlarinin azalmasina neden olmustur (Cizelge 5.19.). Klorofil a, klorofil b ve toplam
klorofil kapsamlar1 bakimindan en yiiksek degerler sirasiyla, 441.964, 404.596 ve 517.856
ug klorofil/g doku kontrol grubu bitkilerinden elde dilmis olup, en diisiik degerler sirasiyla,
262.592, 212.648 ve 292.208 pg klorofil/g doku ile 200 mM NaCl dozundan elde
edilmistir. 0 mM NaCl dozu ile 200 mm NaCl dozu arasindaki degisim oranlart klorofil
a’da % 40.59, klorofil b’de % 47.45 ve toplam klorfilde % 43.58 olarak hesaplanmustir.

SOD, CAT, APX, GR, MDA ve proline ait sonuglar Cizelge 5.20. ve Cizelge 5.21.’de
verilmistir. Cizelge 5.20. ve Cizelge 5.21. incelendiginde, SOD, CAT, APX, GR, ve prolin
icin en yiiksek degerler sirasiyla, 150.59, 1485.93, 11.61, 57.87 U/dk/mg T.A, 10.37 pu
mol/g T.A ile 150 mM dozunda, MDA igin 24.58 u mol/g T.A ile 100 mM NaCl dozunda
belirlenmistir. En diisiik degerler ise yine sirasiyla, 131.11, 763.96, 2.86, 27.77 Ul/dk/mg
T.A, 16.87 ve 3.38 n mol/g T.A ile 0 mM NaCl dozunda Sl¢lilmiistiir. 0 mM’dan 150
mM’a artan tuz dozlarinda gozlenen degisim oranlar1 SOD’da % 14.85, CAT’da % 94.50,
APX’de % 305.94, GR’de % 108.39, MDA’da % 4.37 ve prolin de % 206.80 olarak
hesaplanmistir. Antioksidatif enzimler igerisinde en yiiksek miktart CAT (1485.93
U/dk/mg T.A) vermistir. Degisim oran1 dikkate alindiginda en yiiksek degisimi % 305.94
ile APX vermistir.
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Cizelge 5.18. Korunganin 'Altinova' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin antioksidatif enzim glutatyon rediiktaz (GR), lipid peroksidasyon (MDA) ve
prolin kapsamlar iizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gozlenen degisim orani

GR MDA Prolin
NaCl Dozu (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (n mol/g T.A) Degisim (%) (n mol/g T.A) Degisim (%)
0 mM (Kontrol) 25.98 ¢ 734D 252D
282.94 196.18 276.76
100 mM 47.34b 18.90 a 5.39ab
150 mM 99.49 a 21.74 a 9.57 a

Cizelge 5.19. Korunganin 'Ulas' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin sera sartlarinda gelisen fidelerin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam
klorofil kapsamlari tizerine etkisi ile 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil
(ng klorofil/g Degisim (ng klorofil/g Degisim (ug Klorofil/g Degisim (%)

NaCl Dozu doku) (%) doku) (%) doku)

0 mM (Kontrol) 441.964 a 404.596 a 517.856 a
100 mM 304.072 b 236.248 b 329.728 b

-40.59* -47.45 -43.58

150 mM 296.496 b 288.724 ab 399.264 ab
200 mM 262.592 b 212.648 b 292.208 b

*: (-) isareti degisimin azalig yoniinde oldugunu ifade etmektedir.
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Cizelge 5.20. Korunganin 'Ulas' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin antioksidatif enzimler Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX) kapsamlari {izerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrelerde gézlenen degisim orani

SOD CAT APX
NaCl Dozu (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (U/dk/mg T.A) Degisim (%)
0 mM (Kontrol) 131.11c 763.96 b 2.86¢C
100 mM 192.00 a 881.98 b 10.60 b
14.85 94.50 305.94
150 mM 150.59 b 1485.93 a 116la

Cizelge 5.21. Korunganin 'Ulas' ekotipinde, farkli tuz dozlarinin antioksidatif enzim glutatyon rediiktaz (GR), lipid peroksidasyon (MDA) ve
prolin kapsamlari tizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen parametrede gozlenen degisim orant

GR MDA Prolin
NaCl Dozu (U/dk/mg T.A) Degisim (%) (1 mol/g T.A) Degisim (%) (1 mol/g T.A) Degisim (%)
0 mM (Kontrol) 271.77D 16.87 b 3.38¢c
108.39 4.97 206.80
100 mM 59.50 a 2458 a 7.07Db
150 mM 57.87 a 17.71b 10.37a
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5.1.2.5. Farkh tuz dozlarinda fizyolojik parametreler bakimindan ekotiplerin

kiyaslanmasi

Tuz (NaCl) stresinin, dort korunga ekotipinde ('Kogas', 'Malya', 'Altinova' ve 'Ulas')
Klorofil a, Klorfil b ve toplam klorofil kapsamlar1 {izerine etkisi ve 0 mM’dan 200 mM
NaCl’a yiizdesel degisim sonuglar1 Cizelge 5.22, Cizelge 5.23 ve Cizelge 5.24’°de
verilmistir. EKotipler ile NaCl dozlari arasindaki interaksiyon klorofil a, klorfil b ve toplam
klorofil kapsamlari i¢in istatistiki agidan % 1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Tuz stresi ile
birlikte tiim ekotiplerde klorofil a, klorfil b ve toplam klorofil kapsamlarinda kontrol grubu
bitkilere gore azalma meydana gelmistir. Klorofil a kapsami bakimindan ekotipler
igerisinde en yiiksek miktar1 hem kontrol grubunda hem de 200 mM NaCl dozunda
sirastyla 811.840 ve 584.116 pg klorofil/g doku ile 'Altinova' ekotipi vermistir (Cizelge
5.22). Bunu kontrol ve 200 mM NaCl dozu sirayla olmak iizere 764.400, 353.856 pg
Klorofil/g doku ile 'Kogas' ekotipi takip etmistir. 'Malya' ve 'Ulas' ekotipleri de kontrol
gruplarinda 576.532, 441.964 ug klorofil/g doku , 200 mM NaCl dozlarinda 248.436,
262.592 pg klorofil/g doku olmak {iizere izlemislerdir. Klorofil a bakimindan 0 mM’dan
200 mM NaCl’a yiizdesel degisim sonuglarina bakildiginda en az diisiis % 28.06 ile
'Altinova' ekotipinde belirlenmistir. Bunu sirasiyla 'Ulas' (% 40.59), 'Kogas' (% 53.71) ve
'‘Malya' (% 56.91) takip etmistir. Genel olarak ortalamalara bakildiginda 'Altinova' ekotipi

en yiiksek sonucu vermistir.

Klorofil b kapsami agisindan en yiiksek degeri ekotipler arasindan 'Kogas'" 1n kontrol grubu
(819.140 g klorofil/g doku) vermistir (Cizelge 5.23.). 200 mM NaCl dozlart dikkate
alindiginda en yiiksek deger 456.584 ile 'Altinova' ekotipinde belirlenmistir. 0 mM’dan
200 mM NaCl’a ylizdesel degisim sonuglarina bakildiginda en az diisiis % 27.98 ile
'Altinova' ekotipinde goriilmektedir. Bunu, % 30.16 ile 'Malya', % 47.45 ile 'Ulas' ve %
54.36 ile 'Kogas' ekotipleri takip etmistir. Genel olarak ortalamalara bakildiginda 'Altinova'
ekotipinin daha yiiksek degerler verdigi goriilmektedir. Cizelge 5.24. incelendiginde,
toplam klorofil kapsami bakimindan hem kontrol hem de 200 mM NaCl dozunda en
yiiksek sonuglari sirasiyla 888.160 ve 635.784 pg klorofil/g doku ile 'Altinova' ekotipi
vermistir. Bunu sirastyla 0 mM’da 856.600, 200 mM’da 380.824 pg klorofil/g doku ile
'Kogas' ekotipi izlemistir. 'Ulas' ve 'Malya' ekotiplerinde 0 ve 200 mM’daki degerler
sirasiyla 517.856, 292.208 ve 469.264, 279.464 ug klorofil/g doku olarak hesaplanmuistir.
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Cizelge 5.22. Farkli tuz dozlarmin dort korunga ekotipinde klorofil a kapsami1 ve 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda gozlenen degisim

orani uizerine etkisi

Kocas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (png klorofil/g  Degisim (pg klorofil/g  Degisim (ng klorofil/g  Degisim (ug klorofil/g  Degisim Ortalama
doku) (%) doku) (%) doku) (%) doku) (%)
0 mM (Kontrol) 764.400 ab 576.532 cd 811.840 a 441.964 de 648.684
100 mM 283.324 dfg 637.752 bc 568.988 cd 304.072 eg 448.534
-53.71* -56.91 -28.06 -40.59

150 mM 798.944 a 618.000 bc 426.824 def 296.496 eg 535.066
200 mM 353.856 efg 248.436 g 584.116 cd 262.592 fg 362.250
Ortalama 550.131 520.180 597.942 326.281

Cizelge 5.23. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde klorofil b kapsami ve 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda gézlenen degisim

orani lizerine etkisi

Kogas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (png klorofil/g  Degisim (pg klorofil/g  Degisim (ng klorofil/g  Degisim (ng klorofil/g Degisim  Ortalama
doku) (%) doku) (%) doku) (%) doku) (%)
0 mM (Kontrol)  819.140 ab 338.904 de 634.020 bc 404.596 cde 549.165
100 mM 261.388 de 442.764 ce 439.432 ce 236.248 de 344.958
-54.36* -30.16 -27.98 -47.45
150 mM 888.496 a 489.240 cd 329.236 de 288.724 de 498.924
200 mM 373.924 cde 236.692 de 456.584 cde 212.648 e 319.962
Ortalama 585.737 376.900 464.818 285.554
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Cizelge 5.24. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde toplam Klorofil kapsami ve 0 mM’dan 200 mM’a artan tuz dozlarinda gbzlenen
degisim orani iizerine etkisi

Kocas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (ugklorofil/g ~ Degisim (ug klorofil/g  Degisim (ug klorofil/g  Degisim (ug klorofil/g  Degisim  Ortalama
doku) (%) doku) (%) doku) (%) doku) (%)
0 mM (Kontrol) 856.600 a 469.264 ce 883.160 a 517.856 bcd 681.720
100 mM 379.728 df 610.384 bc 614.712 bc 329.728 ef 483.638
-55.55% -40.45 -28.02 -43.58

150 mM 898.656 a 678.000 b 460.776 ce 399.264 def 609.174
200 mM 380.824 def 279.464 f 635.784 bc 292.208 ef 397.070
Ortalama 628.952 509.278 648.608 384.764

*: (-) isareti degisimin azalig yoniinde oldugunu ifade etmektedir.
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0 mM’dan 200 mM NaCl’a yiizdesel degisim sonuglarina bakildiginda en az diisiisiin %
28.02 ile 'Malya' ekotipinde oldugu goriilmektedir. Bunu sirastyla % 40.45 ile 'Malya', %
43.58 ile 'Ulas' ve % 55.55 ile 'Kogas' ekotipleri takip etmistir. Ortalamalara bakildiginda

'Altinova' ekotipinin diger ekotiplere gore daha yliksek degerler verdigi goriilmektedir.

Cizelge 5.25. ve Cizelge 5.26.’da SOD ve CAT’a ait sonuglar verilmistir. Ekotipler ile
NaCl dozlari arasindaki interaksiyon istatistiki agidan % 1 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Tuz
stresinin SOD ve CAT’in aktivitesini artirdigi belirlenmistir. 150 mM NaCl dozunda en
yiiksek deger 'Altinova' (314.90 U/dk/mg T.A) ekotipinden elde edilmistir. Ikinci sirada
307.78 U/dk/mg T.A ile 'Kogas' ekotipi gelmistir. Bunu sirasiyla 'Malya' (231.11 U/dk/mg
T.A) ve 'Ulas' (150.59 U/dk/mg T.A) takip etmistir. En diisiikk degerler ise kontrol grubu
bitkilerden elde edilmistir. 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda degisim oranlarinda
en yiksek degeri % 608.68 ile 'Kogas' ekotipi vermistir. Bunu sirasiyla % 57.28 ile
'Altinova', % 29.45 ile 'Malya've % 14.85 ile 'Ulas' ekotipleri izlemistir. Genel olarak
ortalamalara bakildiginda 'Altinova' ekotipi yiiksek sonuglar1 vermistir. CAT aktivitesinde
150 mM NaCl dozunda en yiiksek sonucu 'Kogas' (2230.36 U/dk/mg T.A) vermistir
(Cizelge 5.26.). Bunu sirastyla 1485.93 U/dk/mg T.A ile 'Ulas', 1343.15 U/dk/mg T.A ile
'Altinova' ve 794.42 U/dk/mg T.A ile 'Malya' ekotipi izlemistir. Ekotiplerde en yiiksek
degerler 150 mM NaCl dozu uygulanmis birkilerden, en diisiik degerler ise kontrol grubu
bitkilerden elde edilmistir. 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda degisim oranlarina
bakildiginda en yiiksek deger % 201.37 ile 'Kogas' ekotipinde hesaplanmustir. Ikinci sirada
% 94.50 ile 'Ulas' ekotipi gelirken, bunu % 17.05 ile 'Malya' ve % 15.40 ile 'Altinova'
ekotipi izlemistir. Ortalamalara bakildiginda en iyi sonucu 1316.13 U/dk/mg T.A ile

'Kogas' ekotipinin verdigi goriilmektedir.

Tuz stresi uygulanmis ekotiplerdeki APX ve GR enzimlerinin aktivitelerindeki degisimler
Cizelge 5.27. ve Cizelge 5.28’de verilmistir. Cizelge 5.27°de goriildiigi gibi, 150 mM
NaCl dozunda en yiiksek APX aktivitesi 28.06 ile U/dk/mg T.A ile 'Kogas' ekotipinde
belirlenmistir. 'Malya', 'Altinova', 'Ulas' ekotiplerinde ise sirasiyla 19.91, 16.30 ve 11.61
U/dk/mg T.A olarak bulunmustur. Kontrol grubu bitkilerde ise en diisiik APX aktiviteleri
belirlenmistir. Yiizde degisim oranlarina bakildiginda en yiiksek degeri % 710.98 ile
'Kogas' ekotipi vermistir. Diger ekotiplerdeki artis yiizdeleri 'Malya"da % 276.37, 'Ulas"da
% 305.94, 'Altinovada % 176.27 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 5.25. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz
dozlarinda incelenen parametrede gozlenen degisim orant

Koc¢as Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg  Degisim (U/dk/mg Degisim Ortalama
T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%)
0 mM (Kontrol) 43.43 f 178.52 de 200.21 cde 131.11e 138.31
100 mM 277.40 abc 608.68 189.15 de 29.45 275.41 abc S7:28 192.00 de 14.85 233.49
150 mM 307.78 ab 231.11 bd 31490 a 150.59 de 251.09
Ortalama 209.53 199.59 263.50 157.90

Cizelge 5.26. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde katalaz (CAT) aktivitesi {izerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda

incelenen parametrede gozlenen degisim orant

Kocas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg Degisim  Ortalama
T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%)
0 mM (Kontrol) 617.32 fg 678.68 ef 1163.90 b 763.96 ef 805.96
100 mM 1100.73 d 261.29 903.55 de 17.05 400.00 g 15.40 881.98 de 94.50 821.56
150 mM 2230.36 a 794.42 ef 1343.15¢ 1485.93 bc 1463.47
Ortalama 1316.13 792.21 969.01 1043.95
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Cizelge 5.27. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi tizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz
dozlarinda incelenen parametrede gozlenen degisim orant

Koc¢as Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (U/dk/mg  Degisim (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg Degisim  Ortalama
T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%)
0 mM (Kontrol) 3.46f 529 f 590 f 2.86 f 4.37
100 mM 21.99b 710.98 14.57 de 21637 14.63 de 17627 10.60 e 305.94 15.44
150 mM 28.06 a 19.91 bc 16.30 cd 11.61 de 18.97
Ortalama 17.83 13.25 12.27 8.35

Cizelge 5.28. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi iizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz
dozlarinda incelenen parametrede gozlenen degisim orani

Kocas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg Degisim (U/dk/mg Degisim  Ortalama
T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%)
0 mM (Kontrol) 10.43 f 45.17 cde 25.98 ef 27.77 def 27.33
100 mM 56.81 c 1221.28 91.78 b 912 47.34cd 282.94 59.50 c 108.39 63.85
150 mM 13781 a 86.33 b 99.49 b 57.87 ¢ 95.37
Ortalama 68.35 74.42 57.60 48.38
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150 mM NaCl dozunda 137.81 U/dk/mg T.A ile 'Kocas' GR aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir (Cizelge 5.28.). 'Altinova', 'Malya', 'Ulag' ekotiplerinde bu degerler sirasiyla,
99.49, 86.33 ve 57.87 U/dk/mg T.A olarak belirlenmistir. En diisiik enzim aktivitesi
kontrol grubu bitkilerde olgiilmiis olup, en yiiksek aktivite degerleri 150 mM NaCl
uygulanmis bitkilerde dl¢iilmiistiir. GR i¢cin 0 mM’dan 150 mM’a degisim oranindaki en
yiiksek deger % 1221.28 ile 'Kogas' ekotipinde belirlenmistir. Bunu sirasiyla % 282.94, %
108.39 ve % 91.12 ile 'Alunova', 'Malya' ve 'Ulas' ekotipleri izlemistir. Ortalamara
bakildiginda 'Kogas' (68.35)’1n daha yiiksek deger veridigi goriilmektedir. Tuz uygulamasi
sonrasi ekotiplerde meydana gelen MDA ve prolindeki degismeler Cizelge 5.29. ve
Cizelge 5.30.’da verilmistir. MDA ve prolin miktarlarinin artan tuz dozlariyla birlikte artis
gosterdigi belirlenmistir. Ekotipler ile NaCl dozlar arasindaki interaksiyon istatistiki
acidan % diizeyinde 6nemli bulunmustur. Cizelge 5.29.’de de goriildigi gibi, 150 mM
NaCl dozlarinda 'Kogas', 'Malya', 'Altinova' ve 'Ulas' ekotiplerinden sirasiyla 18.68, 22.35,
21.74 ve 17.71 p mol/g T.A degerleri elde edilmistir. 0 mM’dan 150 mM’a degisim
oraniki en yiiksek deger % 196.75 ile 'Altinova' ekotipinde, en diisiik deger % 4.97 ile
'Ulag' ekotipinde hesaplanmistir. Prolin bakimindan en yiiksek degeri 15.32 p mol/g T.A
ile 'Kogas”in 150 mM NaCl dozu vermistir. 150 mM NaCl’deki 'Malya', 'Altinova' ve
'Ulas' ekotiplerine ait degerler sirastyla 10.11, 9.57, 10.37 p mol/g T.A olarak ol¢iilmiistiir.
0 mM’dan 150 mM’a degisim oranindaki en yiiksek deger % 580.88 ile 'Kogas' ekotipinde
hesaplanmistir. Bu artis 'Altinova’’da % 276.76, 'Ulas”da % 206.80 ve 'Malya”’da %
201.79 olarak tespit edilmistir. Genel olarak ortalamalara bakildiginda 'Kogas' ekotipi en

yiiksek degeri vermistir.

SOD, CAT, APX, GR, MDA ve prolin miktarlarinin 0’dan 150 mM’a artis yiizdesi ve 150
mM’da olgiilen gergcek rakamsal degerleri topluca Cizelge 5.31. ve Cizelge 5.32.°de
verilmistir. Cizelge 5.31. incelendiginde, SOD, CAT, APX, GR ve prolin parametrelerinde
en 1yi sonucu 'Kogas' ekotipinin verdigi goriilmektedir. Diger ekotiplerde bu parametreler
acisindan degiskenlik tespit edilmistir. Cizelge 5.32.’¢ bakildiginda, CAT, APX, GR ve
prolin olmak {izere 4 parametrenin 'Kogas' ekotipinde gercek deger bakimindan en yiiksek
sonuglar1 verdigi goriilmektedir. Diger ekotiplerde ise bu parametreler bakimindan
degiskenlik oldugu belirlenmistir. Cizelge 5.31. ve Cizelge 5.32.’deki sonuglar 'Kogas'

ekotipini bu parametreler ag¢isindan 6ne ¢ikartmistir.
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Cizelge 5.29. Farkli tuz dozlarinin dort korunga ekotipinde lipid peroksidasyon (MDA) aktivitesi tizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan
tuz dozlarinda incelenen parametrede gozlenen degisim orant

Kocas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (1 mol/g Degisim (umol/g  Degisim (1 mol/g Degisim (1 mol/g Degisim  Ortalama
T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%)
0 mM (Kontrol) 5.58 ¢ 8.66 de 7.34 de 16.87 ¢ 9.61
100 mM 11.47d 159.80 26.37 a 158.08 18.90 bc 196.185 24.58 a 4.91 20.33
150 mM 18.68 bc 22.35 ab 21.74 ab 17.71bc 20.12
Ortalama 11.91 19.12 15.99 19.72

Cizelge 5.30. Farkli tuz dozlarinin dért korunga ekotipinde prolin aktivitesi iizerine etkisi ile 0 mM’dan 150 mM’a artan tuz dozlarinda incelenen
parametrede gézlenen degisim orant

Kocas Malya Altinova Ulas
NaCl Dozu (1 mol/g Degisim (1 mol/g Degisim (1 mol/g Degisim (1 mol/g Degisim  Ortalama
T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%) T.A) (%)
0 mM (Kontrol) 2.25f 3.35¢f 2.52 ef 3.38 ef 2.87
100 mM 8.23 bcd 580.88 8.01 bcd 20179 5.39 de 276.76 7.07 cd 206.80 7.17
150 mM 15.32 a 10.11b 9.57 be 10.37b 11.34
Ortalama 8.60 7.15 5.82 6.94
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Cizelge 5.31. Korunga ekotiplerinde 0°’dan 150 mM’a dlgiilen SOD, CAT, APX, GR, MDA ve Prolin miktarlarinin yiizde (%) degerler tizerinden
siralanmasti

SOD CAT APX GR MDA Prolin

Altiova (57.28) Altinova (282.94) Malya (158.08) Altinova (276.76)

Malya (29.45) Malya (17.05)

_ Altmova (15.40) Altinova (176.27) Malya (91.12) Altinova (196.18) Malya (101.79)

Cizelge 5.32. Korunga ekotiplerinde 150 mM’daki ol¢iilen SOD, CAT, APX, GR, MDA ve Prolin miktarlarinin rakamsal degerleri iizerinden
siralanmasi

SOD CAT APX GR MDA Prolin

Altinova (314.90)

Malya (19.91)

Altmova (99.49)

Malya (213.11) Altimova (1343.15) Altmova (16.30) Malya (86.33) Altmova (21.74) Malya (10.11)
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5.2. In vitro mutagenesis, In vitro ve Sera Seleksiyon Calismalar:

Tuza toleransh korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) hatlarin1 olusturmak amaciyla farkli
dozlarda (0-Kontrol, 400, 500 ve 600 Gray) kobalt-60 gama 1s1n kaynagi ile 1sinlanmis
olan dort farkli korunga ekotipine ('Kogas', 'Malya', 'Altinova' ve 'Ulag') ait toplam 5947
tohum, in vitro sartlarda igerisinde 150 mM NaCl igeren MSO besi ortamina ekilmistir.
Bunlardan 1918 tanesi 10. giinde ¢imlenmis, ¢imlenmis olanlardan 881 tanesi se¢ilmistir.
Secilmis olan bu 881 adet bitkilere kontrollii bitki biiyiitme odasinda tekrar 2 hafta
boyunca 150 mM NaCl uygulanmistir. Hayatta kalanlar se¢ilmis saksilara aktarilmistir.
Saksilara aktarildiktan sonra hayatta kalan ve belli bir biiyiikliige erisen tuza tolerans
bakimindan {istiin bitkilerden 49 adeti tohum almak amaciyla tarlaya sasirtilmistir (Sekil
5.1.). Sasirtilan bu tuza tolerans bakimindan {istiin 49 adet bitki igerisinden bir tanesinin
vejetatif fazdan generatif faza gecemedigi saptanmistir. Bu bitkide digerlerinden farkli

olarak ¢igek salkimi olusumu tespit edilmemistir (Sekil 5.5.).

Sekil 5.1. Tarlaya sasirtilmis tuza tolerans bakimindan distiin bitkiler (Yer: Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Arazisi, Fotograf bitkiler tarlaya
sasirtildiktan 3 giin sonra ¢ekilmistir)
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Sekil 5.2. Tarlaya sasirtilmis tuza tolerans bakimindan dstiin bitkiler (Yer: Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Arazisi, Fotograf bitkiler tarlaya
sasirtildiktan 1.5 ay sonra ¢ekilmistir)

Sekil 5.3. Tarlaya sasirtilmis tuza tolerans bakimindan {istiin bitkiler (Yer: Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Arazisi, Fotograf bitkiler tarlaya
sagirtildiktan 2 ay sonra ¢ekilmistir)
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Sekil 5.4. Hasat zamani gelmis tarlaya sasirtilan tuza tolerans bakimindan iistiin bitkilerden
genel bir goriiniim

Sekil 5.5. Vejetatif fazdan generatif faza gecis yapamayan mutant bitki

79



6. TARTISMA VE SONUC
6.1. Morfolojik Parametreler

Tuz (NaCl) stresi, korunga ekotiplerinde morfolojik parametreleri (tohum c¢imlenme
yiizdesi, fide boyu, kok boyu, fide yas ve kuru agirlik) olumsuz yonde etkilemistir. Artan
tuz (NaCl) dozlarina bagh olarak, korunga ekotiplerinde tohum ¢imlenme yiizdesi, fide
boyu, fide yas ve kuru agirlik parametrelerinin degerlerinde azalma, kok boyu
parametresinin degerlerinde ise artis meydana gelmistir. Bitkilerde tuz stresine karsi tepki
olusturulmasinda en 6nemli iki kritik devreden bir tanesi tohum ¢imlenmesidir. Tohum
cimlenmesi artan abiyotik stresler (tuzluluk, kuraklik vb.) vasitasiyla normal olarak
siirlanmaktadir (55). Korunga ekotiplerinin tohum ¢imlenme yiizdesi farkli NaCl
dozlarindan degisik oranlarda etkilenmistir. Uygulamada kullanilan ve en yiiksek NaCl
dozu olan 200 mM’da en yiiksek ¢imlenme yiizdesini 'Ulas' (% 55.00) ekotipinin verdigi
belirlenmistir (Cizelge 5.5.). Diger ekotiplerdee 200 mM’daki degerlerin ise istatistiki
acidan farkli gruplar icerisinde yer aldigi bulunmustur. Wang ve arkadaslar1 (2009), yonca
cesitlerinde yaptiklari ¢alismada tohum c¢imlenme yiizdesindeki artis ile antioksidatif
enzimlerin aktivasyonu arasinda pozitif bir iliski oldugunu belirtmislerdir (55). Ancak
'Ulag' ekotipinde antioksidatif enzimlerin aktivasyonunun diger ekotiplere gore ¢ok yiiksek
olmamasina ragmen, en yiiksek tuz dozunda en iyi sonucu verdigi tespit edilmistir. Bunula
birlikte 200 mM’da tohum ¢imlenmesi bakimindan ikinci en iyi sonucu veren 'Kocgas' (%
44.00) ekotipinde antioksidatif enzimlerin aktivasyonunun diger ekotiplere gore en yiiksek
degerleri vermesi Wang ve arkadaslarinin buldugu sonucu destekler niteliktedir. Tiim
korunga ekotiplerinde 200 mM NaCl dozunun tohum c¢imlenmesini keskin bir sekilde
azaltigi belirlenmistir (Cizelge 5.5.). Beyaz ve arkadaglarinin (2011) (60), iki farkli
korunga tiirtinde (Onobrychis viciifolia Scop. ve Onobrychis oxydonta var. armena) tohum
¢imlenmesinin 20 dS/m NaCl’den sonra keskin bir sekilde azaldigini1 belirtikleri
aragtirmalart sonuglarimiz ile paralellik gostermektedir. Artan osmotik basing ve iyon
toksitesi nedeniyle tohum ¢imlenme yiizdesinin azalmasi beklenilen bir sonugtur (54).
Dolayistyla sonuglarimiz 6nceki yapilan ¢alisamalar ile paralellik géstermistir (59), (37),
(50).

Fide gelisimi bitkilerde tuz stresine karsi tepki olusturmada ikinci kritik sathadir. Bu stres
faktoriine karsi bitkiler gelisim hizlarin1 azaltarak bir cevap olusturma mekanizmasi

gelistirmektedir. Gelistirdikleri bu mekanizmada, metabolizmalarini yavaglatmak suretiyle
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biyokiitlelerindeki meydana getirdikleri azalis esastir. Bu meknizmaya bitkilerin ortamdaki
stres faktoriine karsi gelistirdikleri bir adaptasyon yontemi olarakta bakilabilir. Tuz stresi
altinda korunga ekotiplerinin fide boylarinda azalma meydana gelmistir (Cizelge 5.6.).
Ayni zamanda ekotiplerde kok boylarinda da azalma meydana gelmistir (Cizelge 5.7.).
Ancak bu azalis fide boyu parameteresine gore daha az oranda gerceklesmistir. Beyaz ve
arkadaglar1 (2011) korunga tiirlerinde, Wang ve arkadaslar1 (2009) yonca gesitlerinde,
Ashraf ve arkadaglart (2013) bezelyede yaptiklar1 ¢alismada benzer bulgular
belirtmislerdir (60), (56), (65). Ekotipler arasinda en yiiksek tuz uygulamasinda (200 mM)
fide boyu bakimindan en yiiksek degeri 'Ulag' (5.06 cm) ve 'Malya' (5.06 cm) vermis
olmasima ragmen, 'Kogas', ‘Malya' ve 'Ulas' ekotipleri arasinda 200 mM’daki degerlerde
istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamistir (Cizelge 5.6.). Agarwal ve Pandey (2004),
Amirjani (2010), tuz stresinin bitkilerde fide ve kok boylarinda azalmaya sebep oldugunu
ifade etmislerdir (37), (58). Kuru agirlik bitkilerde tuz stresine karsi tepkilerinin
belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir (68). Fide yas ve kuru agirlik
parametreleri bakimindan korunga ekotiplerinde farkli sonuclar elde edilmistir (Cizelge
5.8. ve Cizelge 5.9.). Hem yas agirlik hem de kuru agirlik degerleri bakimindan yiiksek tuz
stresinde (200 mM) en yiiksek sonucu 'Kogas' ekotipi vermistir (0.647 g, 0.422 g). Bunun
nedeni olarak 'Kocas' ekotipindeki yiiksek antioksidatif enzim aktivasyonu ile bu
aktivasyonun hizli bir sekilde gerceklesmesi ve yiiksek prolin miktar1 gosterilebilir
(Cizelge 5.31. ve Cizelge 5.32.). Bununla birlikte diger ekotiplerde 200 mM’daki degerler
istatistiki agidan ayni1 grup igerisinde yer almislardir (Cizelge 5.8. ve Cizelge 5.9.). Beyaz
ve arkadaslar1 (2011), Yasar ve arkadaslar1 (2008), Eyidogan ve Oz (2007) yaptiklari
caligmada artan tuz (NacCl) stresi ile birlikte bitkilerde yas ve kuru agirliklarin azaldigimi
birdirmislerdir (60), (45), (48). Arastirma bulgular1 6nceki yapilan ¢alismalar ile benzerlik

gostermistir.
6.2. Fizyolojik Parametreler

Bitkilerde tuz stresinin en belirgin sekilde goriildiigii organlardan biride yapraklardir.
Yapraklarda o6zellikle klorofil kapsami {izerine olumsuz etkileri sz konusudur. Klorofil
kapsam1 veya icerigi Kkiiltlir bitkilerinde tuza toleransin belirlenmesinde kullanilan
parametrelerden bir tanesidir (63). Korunga ekotiplerinde, klorofil a, klorofil b ve toplam
klorofil kapsamlarinin tuz stresinden etkilendigi belirlenmistir (Cizelge 5.22., Cizelge

5.23., Cizelge 5.24.). Ilging olarak, tuz dozlarinin ortalama degerlerine bakildiginda 100
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mM’da kontrol grubuna gore ortalama degerin diistiigii, ancak 150 mM’da tekrar degerin
yiikseldigi ve bu dozdaki degerin kontrol grubuna yakin oldugu belirlenmistir. 200 mM’da
ise ortalama degerin tekrar diistiigli saptanmistir. Yasar ve ark (2008) ile Yidiztugay ve
ark. (2014), yaptiklar1 ¢calismada yiiksek antioksidan enzim aktivitesinin tuz stresi sirasinda
klorofil miktarinin daha diisiik oranlarda azalmasini sagladigini belirtmislerdir (48), (70).
150 mM’da ortalama degerin tekrar artis gdstermesinin nedenlerinden birisi olarak, bu
dozda oksidatif stresi ile miicadele eden antioksidatif enzimler, prolin ve diger savunma
mekanizmalarinin daha yeterli ve etkin bir sekilde calistigi gosterilebilir. Arastirma
bulgularinda 200 mM NaCl dozu uygulanmis bitkilerdeki klorofil a, klorofil b ve toplam
klorofil kapsamlarmnin, kontrol bitkilerine gore diisiis gosterdigi saptanmistir. Meloni ve
ark. (2003) tuza hassas pamuk cesidinde, Eyidogan ve Oz (2007) nohutta, Yasar ve ark.
(2008) yesil fasiilyede, Yildirim ve ark. (2008) bezelyede, Arulbalachandran ve ark. (2009)
bezelyede, Ozturk ve ark. (2012) bezelyede, Cha-um ve ark. (2013) boriilce ve fasiilyede,
Talukdar (2013) miirdiimiikte, Ashraf ve ark. (2013) fasiilyede, Yildiztugay ve ark. (2014)
sar1 meyanda yaptiklar1 calismalarda artan tuz stresine bagli olarak klorofil miktarinin
diistiigiinii  birdirmislerdir (36), (45), (48), (49), (50), (63), (66), (68), (65), (70).

Arastirmacilarin yaptiklari ¢alismalar arastirma sonuglarini destekler niteliktedir.

Cevresel stresler (yiiksek tuzluluk ve kuraklik dahil), reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi ve
doku igerisinde birikmesi yolu ile oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Asirt olumsuz kosullar altinda, oksidatif stres ile basa ¢ikabilmek icin bitkiler antioksidan
savunma sistemi (antioksidan enzimler: SOD, CAT, APX ve GR dahil) gelistirmislerdir
(55). Cesitli ¢evresel stresler altinda antioksidan enzimlerin seviyesi toleransh tiirlerde,
duyarl tiirlere gore daha yiiksektir (54). SOD aerobik organizmalarda bulunan ubikitin
enzimlerden biridir. ROT lara kars1 hiicresel seviyedeki savunma mekanizmasinda 6nemli
rol oynar (42). Artan SOD aktivitesi membran hasarlarina neden olan O,* ve H,0O,
radikalerinin yok edilmesini saglamaktadir (42). SOD ROT’larin dismutasyonunda birinci
olarak savunma sisteminde devereye giren antioksidatif enzimdir (67).Tiim korunga
ekotiplerinde tuz stresi ile birlikte SOD aktivitesi artmistir. Bu artis en fazla 'Kogas' (%
608.68) ekotipinde olmustur. 150 mM’daki gergek degerde ise 'Altinova' (314.90 U/dk/mg
T.A) ekotipinde en fazla bulunmustur. Ancak 'Kogas' ekotipi ile arasinda istatistiki agidan
onemli bir fark olmadigi belirlenmistir (Cizelge 5.25.).Tuza toleransl bitki ¢esitlerinde
SOD aktivitesinin duyarli gesitlere gore daha fazla oldugunu Hernandez ve ark. (2000)
bezelyede, Meloni ve ark. (2003) pamukta, Azevedo-Neto ve ark. (2006) misirda, Sumithra
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ve ark. (2006) bezelyede , Wang ve ark. (2009) yoncada, Bin-Wang ve ark. (2009)
yoncada yaptiklari ¢alismada belirtmislerdir (34), (36), (42), (43), (56), (55). Oksidasyon
sirasinda olusan ve hiicre i¢in toksik etkisi olan H>O, nin yok edilmesinde gérev alan bir
diger 6nemli antioksidatif enzim katalazdir (CAT). Katalaz esas itibari ile SOD’un hemen
arkasindan yiiksek bir hiz ile H,O, molekiillerini O,’ye donistiiriir (Sekil 1.3.). Katalaz
aktivitesi artan tuz stresine bagli olarak tiim korunga ekotiplerinde artmistir. Bu artis en
fazla 'Kocas' (% 261.29) ekotipinde olmustur (Cizelge 5.26). Ayrica 150 mM’daki dlgiilen
rakamsal deger bakimindan da en yiiksek sonug 'Kogas' (2230.36 U/dk/mg T.A) ekotipinde
belirlenmistir. Katalaz enziminin tiim korunga ekotiplerinde diger antioksidatif enzimlere
gore birim deger agisindan daha yiliksek sonuglar verdigi tespit edilmistir. Bu bulgular
1s1¢inda CAT 1n tuz stresi altindaki korunga bitkisinde diger enzimlere gore daha etkin rol
oynadigi sdylenebilir. Bu etkinligin fazla olmasi, diger enzimlerin aktivitelerindeki
yiizdesel artisinin az olmasi ve doku igerisinde reaktif oksijen tiirlerinin yok edilmesi
ve/veya miktarlariin belirli bir diizeyde kalmasi icin diger enzimlerin agigini kapatmasi
seklinde diisiiniilebilir. Ciinkii doku ve hiicreler icerisindeki ROS dengesinin saglanmasi
biiylik 6l¢iide bu enzimlerin aktivasyonlar1 arasindaki dengeye baghidir. Benzer sekilde
Jungklang ve ark. (2004) Sesbania rostrata’da, Azevedo -Neto ve ark. (2006) misirda,
Eyidogan ve Oz (2007) nohutta CAT’in aktivitesinin diger enzimlere gore yiiksek
oldugunu bildirmislerdir (40), (42), (45). Ayrica Noreen ve Ashraf (2009) tuza (NaCl)
toleransli bezelye ¢esitlerinin belirlenmesinde CAT’1n diger antioksidatif enzimlere gore
daha giivenilir bir parametre olacagini bildirmistir (52). Askorbat peroksidaz (APX)
askorbat-glutatyon dongiisiinde gorev alan ve H,0,’yi pargalayip H,O olusturan
antioksidatif enzimdir (Sekil 1.3.). APX H;0,’ye CAT’dan daha yiiksek bir afiniteye
sahiptir (63). Ekotiplerde farkli oranlarda olmakla birlikte APX aktivitesi artmistir (Cizelge
5.27.) Kontrol grubundan 150 mM’a en yiiksek ylizdesel artis 'Kogas' (% 710.98)
ekotipinde belirlenmistir. Dahast 150 mM’da gercek miktar bakimindan da 'Kocas'
ekotipinin en yiiksek degeri (28.06 U/dk/mg T.A) verdigi saptanmistir (Cizelge 5.27).
APX’in tiim ekotip ve dozlarda diger antioksidatif enzimlere gore daha diisiik sonuglar
verdigi belirlenmistir. Glutatyon-askorbat dongiisiiniin 6nemli enzimlerinden biri olan
APX’in aktivitesinin tuz stresi ile birlikte arttig1 Hernandez ve ark. (1999), Ahmad ve ark.
(2008), Wang ve ark. (2009), Maia ve ark. (2010), Babakhani va ark. (2011) tarafindan
ifade edilmistir (33), (46), (56), (57), (59). Ayrica Hu ve ark. (2012) ¢imde yaptiklar
calismada APX’in tuza toleransh genotiplerin se¢ciminde kullanilabilir anahtar enzimlerden

biri oldugunu bildirmislerdir (61). Glutatyon-peroksidaz déngiisiinde énemli olan bir diger
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enzim GR’de aktivite bakimindan tim ekotiplerde degisik oranlarda artig gostermistir.
Kontrol grubuna gore en yiiksek yilizdesel artis ve rakamsal deger 'Kogas' (% 1221.28,
137.81 U/dk/mg T.A) ekotipinde olmustur (Cizelge 5.28). Bitkilerde glutatyon rediiktaz
enziminin aktivasyonu glutatyon miktarinin artisi ile olur (46). Ahmad ve ark. (2008) tuz
stresi ile birlikte GR miktarininda arttigini, Yasar ve ark. (2008) tuza toleransl yesil
fasiilye genotipde 100 mM NaCl dozunda kontrol grubuna gore hafif bir degerde arttigini
ifade etmislerdir (48), (46). Meleoni ve ark (2003) tuza yiiksek dayanim gosteren pamuk
¢esidinde GR miktariin arttigin1 belirtmislerdir (36). Elde edilen bulgular 1s1ginda SOD ve
CAT enzimlerinin tuz stresi altindaki korunga bitkisinde ROT’larin par¢alanmasinda daha
etkin olduklar1 sdylenebilir. Ayrica arastirma sonuglar1 antioksidatif enzimlerin 'Kogas'
ekotipinde daha yiiksek oranda calistigin1 gostermektedir. Dolayisiyla tuz stresi sonucunda
olusan oksidatif strese kars1 'Kocas' ekotipinin diger ekotiplere gére daha iyi cevap verdigi
sOylenebilir. Oksidatif yikimdan korunmak icin toleranshi tiir veya cesitlerin yiiksek
seviyede antioksidatif enzim aktivasyonu, prolin miktar1 ve diisik seviyede lipid
peroksidasyona sahiptir (43). Yiiksek antioksidatif enzim seviyesi 'Kogas' ekotipini tuza
tolerans bakimindan 6ne ¢ikarmaktadir. Tuz stresinde biyokimyasal ve molekiiler seviyede
gen ekspresyonu ve enzim aktivitesi arasinda pozitif bir kolerasyon vardir (61). Dolayistyla
elde edilen sonuglar ile antioksidatif enzimlerin gen ekspresyon seviyelerinin 'Kogas'

ekotipinde daha yiiksek oranda oldugu soylenebilir.

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun bir iirliniidiir. Tuz stresi altinda oksidatif
stres sonucu olusan serbest radikaller (6zellikle, hidroksil (OH’) ve tek oksijen (*O.) hiicre
membranindaki yag asitleri ile tepkimeye girdiklerinde MDA olusur. MDA dlgiilerek
oksidatif zarar belirlenebilir. Elde edilen sonuglar tuz stresi ile birlikte MDA’daki en
yiiksek yiizdesel artigin 'Altinova' (%196.185) ekotipinde oldugunu gostermistir (Cizelge
5.29.). Ancak ekotiplerde 150 mM’daki gercek rakamsal degerler istatistiki agidan ayni
grup igerisinde yer almistir. Ekotipler bazinda ortalama degerlere bakildiginda 'Kocas'
ekotipinde hesaplanan ortalama deger (11.91 p mol/g T.A ) diger ekotiplere gére daha
diisiiktiir. Antioksidatif enzim aktivitesi ile MDA miktar1 arasinda negatif bir iliski s6z
konusudur. Dolayisiyla diger ekotiplere gore 'Kogas' ekotipinde elde edilen bu diisiik
ortalama deger, antioksidatif enzimlerin 'Kocas' ekotipinde yeterli miktar ve oranda
calismas1 ile izah edilebilir. Ashraf ve ark. (2013) fasiilyede yaptiklar1 tuzluluk
calismasinda diisitk MDA miktarinin nedeni olarak CAT ve POD antioksidatif enzimlerin
miktarlarindaki artis1 géstermislerdir. Meloni ve ark. (2003) diisiik tuza dayanikli pamuk
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cesidindeki diisitk MDA miktarini yiiksek antioksidatif enzim miktar1 ile agiklamiglardir
(36). Eyidogan ve Oz (2007) CAT aktivitesinin diismesi ile yaprak dokularmdaki MDA ve
H,0, miktarinin arttigimi belirtmislerdir (45). Azevedeo- Neto ve ark. (2006) misir
genotipinde artan antioksidatif aktivite ile birlikte kok hiicrelerinde MDA’ nin azaldigini
saptamiglardir (42). Bu arastirmaclarin bulgularinin yani sira Babakhani ve ark. (2011)
yoncada artan tuz miktar1 ile birlikte MDA’ nin artamasini yeterli miktarda antioksidatif
enzimin calismamasi nedeniyle olabilecegini ifade etmislerdir (59). Genel olarak tiim
ekotiplerde artan NaCl dozu ile birlikte MDA miktarinin artmasi ekotiplerde yine de yeterli
derecede enzim aktivasyonu olmamasi sebebinden kaynaklaniyor olabilir. Yiiksek MDA
miktart tuz stresi nedeniyle olusmaktadir (36). Tuza toleransh g¢esitlerde MDA miktar
diisiiktiir. Bezelyede yapilan iki ayr1 ¢calismada ve pamukta tuza toleransh cesitlerde MDA
miktar1 dayaniksizlara gore az bulunmustur (49), (64), (36). Bununla birlikte Noreen ve
Ashraf (2009) ise bezelye genotipleri arasinda MDA’ nin miktarinin ¢ok ¢esitli oldugunu
ve bezeleye cesitlerinde tuza toleransin  belirlenmesinde kullanilamayacagini
belirtmislerdir (52). Ayrica Hu ve ark. (2012) ¢im genotiplerinde yaptiklari ¢alismada tuza
dayanikli genotipte daha az MDA’ 6lgtiiklerini ifade etmislerdir (61). Artan tuz stresi ile
birlikte tiim ekotiplerde MDA miktar1 artmistir. Elde edilen bulgular nceki ¢alismalar ile
benzerlik gostermektedir (46), (56), (55), (54), (43), (48), (38), (49).

Prolin, baklagil tiirlerinde tuza toleransin belirlenmesinde iyi bir belirtegtir (66). Oksidatif
stres sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel seviyede yok edilmesinde 6nemli bir
gorevi vardir. Stres faktorli arttikca bitkilerin hiicrelerinde biriken prolin miktar1 da
artmaktadir. Stres faktoriiniin dozu ile hiicresel seviyedeki prolin miktarinin artis1 arasinda
pozitif bir iliski s6z konusudur. Kontrol grubu ile en yliksek NaCl dozu olan 150 mM’daki
artis miktar yiizdesel olarak kiyaslandiginda en fazla artigin 'Kogas' (% 580.88) ekotipinde
oldugu goriilmektedir. Diger ekotiplerin 150 mM’daki degerleri ise istatistiki acidan ayni
grup igerisinde yer almistir (Cizelge 5.30). Prolin ayn1 zamanda oksidatif strese karst hem
antioksidatif enzimleri, hem de hiicre membranini koruyan bir ajandir (37). 'Kocas'
ekotipinde antioksidatif enzimlerin yiiksek miktarda ve yiizde de olmast , iiretmis oldugu
yiiksek miktardaki prolin ile iligkili olabilir. Benzer bir sonu¢ baklagil familyasinin bir
tiyesi olan sinameki (Cassia angustifolia) tirinde de goriilmistir (37). Prolin
metabolizmasi, stres kosullarina maruz kalmis yasayan organizmalarda tipik bir
biyokimyasal adaptasyondur (92). Dolayisiyla sonuglarimiz bu biyokimyasal adaptasyonu

en iyi sekilde yapabilen ekotipin 'Kogas' oldugunu gostermektedir. Prolin ile ilgili
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sonuglara baktigimizda tuz stresi ile birlikte prolin miktarminda arttifi gorilmektedir
(Cizelge 5.30.). Arastirmamizin sonuglart daha once yapilan g¢alismalar ile benzerlik
gostermektedir (37), (43), (45), (46), (63), (56),(68), (50).

6.3. In vitro Mutagenesis, In vitro ve Sera Seleksiyon Calismalari

Arastirmanin bir pargast olarak in vitro mutagenesis (gama isinlariyla olusturulmus) ve
seleksiyon ile tuz stresine karsi toleransli korunga hatlarinin gelistirilmesi caligmalari
yuritiilmiistir. 49 adet tuza tolerans bakimindan Ustiin bitki in vitro mutagenesis ,
seleksiyonu ile sera sartlarinda seleksiyonun birlikte kullanilmasi ile basarili bir sekilde
tarlaya aktarilmistir. Bitkilerde gama 1sinlar1 ile uyarilmis mutasyon ve in Vitro
seleksiyonun birlikte kullanilmasi ile, miirdiimiik (Lathyrus sativus L.), kelebek bezelyesi
(Clitoria ternatea L.) ve seker kamis1 (Saccharum officinarum L.) gibi bitkilerde tuza
tolerans bakimindan iistiin mutant bitkilerin se¢imi basar ile gergeklestirilmistir (77), (81).
Ayrica, korungada uzay indiiklii mutagesis teknigi ve doku kiiltiiriinlin birlikte kullanimi1
ile in vitro sartlarda tuza toleransli kallus hatlar1 basariyla se¢ilmistir (71). Dahasi bu
teknikten faydalanarak Kumar ve ark. (2010) kaba limon (Citrus jambhiri Lush.)’da tuza
toleransli mutantlari gelistirmislerdir (24). Bu iki teknik birlikte kullanirak bugday, patates
(Solanum tuberosum L.), kanola (Brassica Nopus L.), celtik (Oryza Sativa L. cv.
Basmati370), malina ¢imi (Zoysia matrella L. Merr.) gibi farkli tiirlerde tuz (NaCl) stresine
kars1 toleransli mutant varyeteler basarili bir sekilde gelistirilmistir (74), (82), (76), (79),
(72).

Arastirmada, tarlaya aktarilan ve tuza tolerans bakimindan istiin 49 adet korunga bitkisi
igerisnden bir tanesinin vejetatif fazdan genaratif faza gegmedigi belirlenmistir (Sekil 5.5.).
Hassan ve El-Halem (2014) kanola (Brassica Nopus L.) bitkisinde gama 1sinlarini
kullanarak bazi1 tarimsal ozellikleri gelistirmeye calistiklar1 arastirmalarinda yiliksek
verimlilik ve erken ¢iceklenme donemine giren iki adet mutant birey elde ettiklerini bunun
nedeni olarakta gama iginlarinin yaratmis oldugu genetik gesitliligi gostermislerdir (84).
Dolayisiyla arastirmada kullanilan gama 1sinlar sayesinde tuza toleran bakimindan iistiin
bireylerin olusturdugu popiilasyon igerisinden farkli 6zellik tasityan mutant bitkilerinde

elde edilmesi s6z konusu olabilir.
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Bitkilerin tuz stresine karsi hassas olduklari iki kritik donem vardir. Bunlardan bir tanasi
tohum ¢imlenme donemi digeri ise fide gelisim donemidir. Bu 6nemli iki donemi g6z
Oniine alarak tuza toleransli mutant korunga bitkilerinin se¢ilimi i¢in iki asamal1 sistematik
bir prosediir gelistirilmistir. Bu iki kritik donem goz Oniine alinarak ¢eltik (Oryza Sativa L.

cv. Dongan) tiiriinde de mutant bireylerin seleksiyonu igin bir prosediir gelistirilmistir (83).

6.4. Sonuc¢

Bu tez kapsaminda Tiirkiye’de onemli bir yem bitkisi olan korunganin (Onobrychis
viciifoli Scop.) farkli ekotiplerinin ('Kogas', 'Malya', 'Altinova' ve 'Ulas') tuz (NaCl) stresi
karsisinda tepkileri morfolojik ve fizyolojik parametreler bakimindan ilk defa
incelenmistir. Morfolojik parametrelerden fide yas ve kuru agirlig, fizyolojik
parametrelerden (Cizelge 5.32.) ise antioksidatif enzimler ve prolin olmak iizere tiimii tuza
tolerans bakimindan farkli korunga ekotipleri igerisinden 'Kogas' ekotipini 6ne ¢ikarmistir .
Dolayisiyla 'Kogas' ekotipinin tuza toleransinin diger ekotiplere gore daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar 1s181inda 'Kogas' ekotipinin tuzluluk sorunu goriilen bolgelerde
diger ekotiplere gore daha iyi performans gosterecegi ve adaptasyonunun daha iyi
olabilecegi soylenebilir. Calismada kullanilan 14 parametreden fide yas ve kuru
agirliklarinin, antioksidatif enzimlerden 6zellikle CAT’in ve bir osmolit olan prolinin
korunga bitkisinde tuza toleransin belirlenmesinde giivenilir parametreler oldugu
sOylenebilir. Ayrica, 6zellikle SOD ve CAT’1n molekiiler seviyedeki gen ifade diizeylerine
bakilmak suretiyle yapilacak olan daha fazla ¢aligmalarla birlikte korunganin kompleks tuz
stresine karsi tepkisinin daha iyi anlagilmasina olanak saglanacaktir. Kuraklik stresi ile tuz
stresi ¢ok yakindan iligkilidir. Dolayisiyla 'Kogas' ekotipinin ilerki ¢aligmalarda kuraklik
stresi bakimindan da degerlendirilmesi gerektigi disiiniilmektedir. Calismamizda
morfolojik ve fizyolojik parametreler genel olarak ele alindiginda; korunga (Onobrychis
viciifolia Scop.) bitkisinin orta derecede (150mM) tuza (NaCl) toleransh bir baklagil yem
bitkisi oldugu soylenebilir.

Bu tez kapsaminda olan bir diger ¢alisma ise, in vitro mutagenesis teknigi kullanarak tuza
toleransli yeni korunga hatlarmin gelistirilmesidir. Bu ¢aligma sonucunda tuza tolerans
bakimandan {istlin toplam 49 adet bitki 5947 bitki arasindan segilerek tarlaya aktarilmistir.
M, bitki tohumlarinin tekrar ayni yontem kullanilarak secilmesi gerektigi, bu sayede

genetik acidan tuza tolerans i¢in daha saf ve stabil hatlarin M3 ve M, jenerasyonlarindan
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elde edilebilecegi disiiniilmektedir. M3 ve M, jenerasyonlarinin tuz stresine karsi
verecekleri yanitlarin  morfoloji, fizyolojik ve biyokimyasal parametereler ile
degerlendirilmesi bu hatlarin gercektende stabil bir tolerans mekanizmasina sahip
olduklarini gostermek agisindan 6nemli olacaktir. Korungada yapilan bu ¢alisma tekniginin
tuz stresine karsi toleranshi hatlarin gelistirilmesinde in vitro mutagenesis tekniginin
kullanildigr ilk ¢alismadir. Calisma sonucunda ilerde daha kapsamli ¢aligmalara hem
materyal, hem de temel saglanmistir. Ayrica, bu materyallerden tuz stresi ile ilgili olan
genlerin tespiti, izolasyonu ve daha sonrasinda da bu genlerin gen aktarim teknikleri

kullanilarak diger bitkilere aktarilmasi dnem tagiyacaktir.
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ABSTRACT: Sainfain (Onabrychis vaciifolia Scop.) is an important forage legume crop with 532 species adapred o
dry and poor soils in Turkey, but lirtle is known abour the effects of saliniry on germination and ssedling growth in arid
and semiarid regions suffering from salinity problem. The seeds and pallen of twospecies of sainfoin O victifolia and
0. axyodonta var. armena (Syn: O. armena) were exposed 100, 5, 10, 20 and 30 dS m™ of NaCl under in ive and
in vitro conditions and evaluated for germination under salt stress by comparing germination percentage, mean
germination ume, root and shoot length, fresh and dry seedling weight and dry marrer. Increased saliniry levels
generally resulted in decrease in all traits except ime to germination, dry seedling weight and dry marter, which
increased at high saliniry levels. O viciifolia seeds germinated and grew more rapidly compared to O. armena seeds
under NaCl stress. No decrease in germination and seedling growth up to 1045 m™ was recorded. On the other hand,
there was a clear difference for germination and seedling growth berween i1 vivo and i vitro conditions. Lower
values were obrained from i vitro experiments; suggesting that mineral sals, sucrose and agar may have resulted in
higher asmotic potential inhibiting germination and seedling growth of species compared i veva conditions. Decrease
in pollen germination with increasing salinivies was very sharp, indicaring that pallen germinarion had higher sensitive
1o salinity. Bur, pollen grains of Ot armena germinated rapidly compared vo O viciifolie. The results emphasize that
iw vivo experiments could be used for screening of NaCl wolerance in sainfoin cultivars withour expensive chemicals

and sophisticated equipments, bur pollen germinaton is more appropriate for s wild relatives.

Key words: in vive, in vitre, sainfoin, salinity, germination

Introduction

A total of 160 Onobrychis species exists throughout the
world and are spread from Baltic States to Mediterranean re-
gion passing through all region lying in the Asia and Iran-
Sibenan element. In total 27 Onolrychis species are endemic
to Turkey. Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.) 15 a peren-
nial forage legume crop which 1s widely adapted to calcare-
ous, well drained, poor and dry soils (Aqkiiz, 2001; Cavallann
et al., 2005). It has been grown extensively in Eastern Eu-
rope and West Asia (Sancak et al., 2003). It is highly tolerant
to salinity and drought and improves sail fertility by fixing
atmospheric nitrogen (Ozaslan-Parlak and Parlak, 2008;
Imanparast and Hassanpanah, 2009). It has erect stems and
dntp tap roots hnldi.ng soil ﬁrm|}r' to the d::p:r la}F:r and
prevents soil erosion. It 1s preferred to other forage plants
on dry soils of Anatolia because it produces satisfacionly hay
under adverse conditions (Cavallanin et al., 2005). O.
axyodonta var. armena (Syn: O. armena Boiss. and Huet)
15 2 winter-resistant wild sainfoin species and 1s found ex-
tensively in meadows of Central Anatolia and Eastern
Anatolia regions (Elgi, 2005).

Sainfoin 15 largely grown on low moisture soils of
Anatolia where evaporation exceeds precipitation, resuling
in salt accumulation on the soil surface (Kaya et al., 2003;
Pessarakl, 1999). There are limited reports on the effects of
salinity on seed germination and growth i Onobrychis spe-
cies. Elgi (2005) indicated that it was suitable for salt infected

soils and favarable yield could be obtained at moderate level
of salinity. Greub et al. (1985) reparted that sainfoin
{Onabrychis viciifolia Scop)) was tolerant to NaCl, bur it
ranked lower than the grasses. Ozaslan-Parlak and Parak (2008)
has indicated a derrease in plant height, dry hay yield and erude
protein ratio due to increased salimity in irmgation water. How-
ever, it could not be determined clearly that differences between
species against salt tolerance are mainly due to genetic or mor-
phalogic factors. Therefore, this study investigated the seed
and pollen germination and the seedling growth of 0.
viciifolia and O, oxyodonta var. rmena under vanous NaCl
stresses using in zizo and i vitro techniques.

Materials and Methods

Seeds of 0. wigifolia Scop. and O, oxyodonta var. armena
{Syn: O armena Boiss. and Huet) were collected from plants
grown at same field, under similar cultural practices. Both spe-
des were tested against NaCl under in vive and in vitro con-
ditions. NaCl levels were '.uhusned 255,10, 20 and 30dS m™
(electnical conductivities of the solunons) of NaCl using a con-
ductwviry meter (Model WTW Cond. 3141, Germany). Distlled
water served a5 2 control (0 dS m™).

Four replicates of 50 seeds of each species were germi-
nated between three rolled filier papers with 15 mL of re-
spective test solutions. Seeds were treated with fungicide be-
fore planting; papers were replaced every two days to pre-
vent salt accumulation. The rolled paper with seeds was put
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nto sealed transparent plastic bags to avoid maisture loss.
Seeds were allowed to germinate at 20 4 1°C in the dark for
14 days.

Surface sterilization of the seeds of both Onobrychis spe-
cies was done using 30% commeraial bleach for 15 min fol-
lowed by nnsing with distilled stenle water. The surface-ster-
tlized seeds were transferred to germination substrate con-
taining MS medium (Murashige and Skoog, 1962), 30g L™
sucrose and & g L™ agar supplemented with 2.72, 4.12, 11.30
and 17.22 g NaCl L™ for cbtaining EC values of 5, 10, 20
and 30 dS m™, respectively. The pH of medium was ad-
justed to 5.7 with 1 M NaOH or HC| before autoclaving at
121°C, 104 KPa for 20 min. Seeds were allowed to germi-
nate at 20 4 1°C under white fluorescent light with 16 h pho-
toperiad.

A seed was considered germinated when the emerging
radicle elongated to 2 mm. Germination percentage was re-
corded every 24 h for 14 days (ISTA, 2003). Mean germina-
tion time (MGT) was calculated following Ellis and Roberts
(1980) to assess the rate of germination. MGT=2Dn/ZD,
where n 15 the number of the seeds newly germinated on
day D, and D is the number of days from the beginning,
Root, shoot length, fresh and dry seedling weights were mea-
sured on the 14th day. Dry weights were measured after dry-
ing samples at 70°C for 48 b in an oven.

Media reported to germinate pollen grains of sainfoin
(Onobrychis viciifolia Scop.) described by Sancak et . (2003)
had 2 common medium containing of 100 g L™ sucrose,
200mgL* KNO, 150 mg L™ MgSO,, 150 mg L™ CalNO),,
175 L PEG 4000, 150 mg L H,BO, and stigma extract
at pH 6.5. Pollen was left to germinate for 1 hour at 24°C

Beyaz eral.

under cool white fluorescent light (35 pmol m™ s™). Germi-
nation was ohserved under light microscope (Olympus BH-
2). Pollen grains with pollen tube longer than the diameter
of pollen were considered as germinated (Sancak et al., 2003).

The experimental design was two factors completely ran-
domized design (CRD) with four replications. Data given in
percentages were subjected to arcsin transformation before
statistical analysis. For all invesugated parameters, Analysis
of Vanance was performed using the MSTAT-C computer
software (Michigan State University). Differences among the
mean values were compared by Duncan’s Multple Range test
( < 0.09).

Results and Discussion

Seed germination percentage decreased by increasing NaCl
in bath speaies while the decrease was less in O, wiaifolia
compared to O. armena (Figure 1). The lowest germination
(40.5%) was determined in O. armena at 30 d5 m™. The
lower doses of NaCl did not change the seed germination;
however, seed germination drastically declined at doses higher
than 20dS m™.

Greater reduction in shoot length due to NaCl was very
evident (p < 0.01) {Table 1). The longest shoots were ob-
tained from O. vicsifolia under all NaCl stresses. Shoot
length was severely influenced by NaCl while the impact was
more detrimental on O. armena. Increased NaCl diminished
root length of the two species; however, this decrease was
more prominent in O, armena.

Depending on the decrease in shoot and root length,

fresh and dry seedling weights reduced gradually with the

Table 1- Mean germination tume (MGT), shoot length, root length, seedling fresh and dry weight and dry matter ratio of sainfoin
species at various NaCl levels under i veve conditions,

Vanety Mal  MGT  Shootlength Boot length  Seedling fresh weiglt  Seedling dry weight  Dry marzer
dS ot day cm myg per plant ———-eeeeeeeme %
(] 1.94° 5.69¢ 418 152+ g9 3k 60
5 195 491" 5.13 128 9 ghe 7Ee
O. wiciifolia 10 207 3254 313 Gghed 9 g 9 g
20 1574 1.97¢ 247 i 108 148%
0 446 0.56¢ 1.20 4% I bl
Mean 260 327 311 98 103 134
1} 233 357 452 109t g5 g0
5 285 390° 421 106 8.5 644
g;?ﬁ?d”"“‘ [T Y T P 321 7 g3 105°
20 57 0.66¢ 1.49 51 g 5k 1544
L] i ] -E - i A ]
Mean 297 348 268 &9 7.0 103
Summary of ANOVA
Variety (A) =+ = =+ # = =
Mﬂ {E] e i e t Ly el
AxB e % s * #t **

*significant ar p < 005, **p < 0.01 and ns: non-significant. Different letvers at the same column show significant differences ar 0.05 level.
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increasing salinity stress (Table 1). No seedling growth was
observed in O. armena subjected to 30 dS m™. Higher
fresh seedling weights were recorded on O. wviciifolia
compared to O. armena at all NaCl levels. Dry Seedling
weight showed a trend similar to that of fresh weight and
showed decline in fresh seedling weight, dry weight en-
hanced with increasing NaCl levels. Increase in dry weight
also resulted in increased dry matter of both Onobrychis

ies.

NaCl influenced sced germination of the species differ-
ently. Seed germination was not reduced at 5 dS m™, while
10 dS m™ caused reduction in germination (Figure 2). Fur-
thermore, higher NaCl concentration resulted in lower vi-

- 100
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NaCl Levels {dS m™)

Figure 1 - Seed germination percentage of O. viciifolia (#) and
O. oxyodonta var. armena (O) under in vive
condition. The bar represents LSD value which is 12.5.

ability of the seeds. The detrimental effect of NaCl on seed
germination appeared at 30 dS m™. However, mean germi-
nation time was delayed by increased NaCl. Apparent dif-
ference was recorded among the species. MGT increased
with each increase in NaCl stress in the two species. Con-
trarily, NaCl level of 20 dS m™ caused drastic delay in ger-
mination time of two species in general (Table 2).

For the species, root and shoot length decreased in re-
sponse to increasing concentration of NaCl; however, this
decrease was more prominent in O. armena. No root and
shoot growth was recorded at NaCl levels of 30 dS m™
(Table 2). The longest roots and shoots were obtained from
O. viciifolia under all NaCl concentrations.

8

underin vito condision
& 8 8

8

Seed gemmination paroen tage (%)

o

0 ) 5 10 20 30
NaCl Leveds (¢S m-')

Figure 2 - Seed germination of O. wiciifolia (#) and O. exyodonta
var. armena (O) under in vitro condition. The bar
represents LSD value which is 5.98.

Table 2 - Mean germination time (MGT), shoot length, root length, seedling fresh and dry weight and dry mauer ratio of sainfoin

species at various NaCl levels under invitro conditions

Vanety Na(l MGT  Shoot length Root length  Seedling fresh weight  Seedling dry weight ~ Dry matter
dS or? day cm mg per plant —---eeeeeeeeeeev %
0 3014 4.65 5.60" 368* 428~ 11.3%
5 3.29% 5.22 691 564 64.5 11.3%
0. viciifolia 10 434 459 495% 513 620* 11.0°
20 7.08* 1.29" L17* 189° 300 15.3%
30 . A iz i) . x
Mean 354 3.15 3 327 399 9.8
0 5.05¢ 2.66° 3954 3344 44.0% 13.5%
5 4.64° 3480 4.79% 193¢ 28.0¢ 145
O ayadonta va. | G 568 3618 118 203 173
20 . 0.68° 1.25¢ 75d 16.3¢ 19.5°
30 g Q! g ) L A
Mean 315 176 272 144 217 13.0
Summary of ANOVA
Variety (A) ns =+ ** = *=* P
Ma (B) ** Eod ** *> ** 4
AxB #2 = * = 4% *

*significant at p < 0.05, **p < 0.01and ns: non-significant. Different letters at the same column show significant differences at 0.05 level.

Sci. Agric. (Piracicaba, Braz.), v.68, n.4, p.477-481, July/August 2011

100



480 Beyaz etal.

Compared to control, each increase in NaCl concentra-
tion resulted in remarkable decrease in fresh and dry seed-
ling weights for the species. Although the species responded
varable to different NaCl concentrations, the highest seed-
ling fresh weight (564 mg per plant) and dry weight (64.4
mg per plant) were recorded at 5 dS m™ for O. wiciifolia.
Depending on shoot and root length, seedling fresh weight
fluctuated. In contrast, dry matter of the species was enhanced
with increased NaCl except ar 30 dS m™ NaCl.

Pollen germination in control ranged from 83% for QU
viciifolia to 9% for O. armena (Figure 3). Saline cond:-
tions induced a decrease in pollen germination. A very dif-
ferent response was detected between species at lower NaCl
concentrations while none of the species were able to ger-
minate at 30 d5 m™. Especially, 20 dS m™ caused a detn-
mental effect on pollen germination.

Germination and seedling growth of the investigated
sainfoin species were influenced by salt concentrations un-
der in vivo and in vitro conditions. However, the re-
sponses of these species to salt concentration were differ-
ent. Reduction in seed germination is in conformity with
Khajeh-Hosseini et al. (2003), Munllo-Amador et al. {2002),
who found that decreased germination was due to increased
salinity. The results of this study are also in agreement with
Prakash et al. (1998), Gadallah and Ramadan (1997),
Gadallah (1996), Prakash et al. (1995) and Francois and
Bernstein (1964), who emphasized that different vaneties
showed variable response against various salimity levels.
Similarly, Hampson and Simpson (1990), Munllo-Amador
et al. (2002), Olegu et al. (2005), Kaya et al. (2006}, Karlidag
et al. (2009) reported that NaCl had only adverse effect on
germination by creating osmotic potential in the medium
and caused delayed seed germination. There was a clear dif-
ference for germination and seedling growth under in vive
and in vitro conditions. Lower values were obtained from
in vitro experiments; suggesting that the sucrose, MS min-
eral salts and agar and in in vitro conditions might have
caused higher asmotic potential mhibiting germination and
seedling growth of species than under in wive conditions.
Germination and seedling growth were reduced due to in-
creased salt concentration with varying responses for spe-
cies while NaCl affected germination of seeds by creating
an external osmotic potential preventing water uptake

B B

g

=4
—

Falan germination penceniage (%)
&

=

a ) ] ) L] ) 20 30
HaCl Levels (45 m)
Figure 3 - Pollen germination of O. wiciifolia (#) and O

oxyodonta var. armena (). The bar represents
L5D value which is 7.02.

(Pessarakli et al., 1991; Kaya et al., 2006). These results agree
with Munllo-Amador et al. {2002) in cowpea and Oligu et
al. (2005) in pea but should not be approved as a general
rule because opposite results were recorded by Atak et al.
(2006) who found reduced seedling growth under NaCl sa-
linity. Pollen germination was also adversely affected by in-
creasing NaCl concentration. 0. armena gave higher pol-
len germination at all NaCl levels; suggesting that there was
no overlap in the response of seeds and pollen to NaCl.
Martinez-Pelle et al. (1995) found different responses with
respect to pollen germination under various salinity stresses
in pistacia species.

O. viciifolia gave higher seed germination and lower
time to germinate under in vivo and in vitro conditions.
However, the detrimental effect of NaCl on seedling growth
was very evident in 0. armena because no shoot and roat
growth was recorded at 30 dS m™. Furthermore, dry seed-
ling weight and dry matter of the species enhanced with
increased NaCl except at 30 dS m™ NaCl for O. armena.
Similar findings have been reported in Bothriochloa persuta
L., Dichanthium annulatum and Panicum antidotale un-
der salinity (Akhtar and Hussain, 2008). The results are in
line with the findings of Rehman et al. (2008) in wheat,
Steppuhn et al. (2001) in canola, field bean, dry bean and
drum wheat and Li (2008) in Limoninm sinense, Sorghum
sudanense and soybean.

In conclusion, critical period of crop plant to salimity
generally occur on germination and seedling growth stages.
The relative time of seed germination and seedling emer-
gence of plants influences the degree of tolerance. Thus,
the species or cultivars which rapidly germinate or emerge
gain advantages for tolerance to NaCl. NaCl caused an ad-
verse cffect on germination and seedling growth with de-
layed mean germination time in the species. Similar results
were detected under in vive and in witro conditions while
lower values were determined in in vitro. It seems that O,
armena germinate and grow more slowly compared to O,
wicitfolia. Both sainfoin species could keep up with the sa-
linity up to 10 dS m™ during seed germination and early
growth stages, and O. viciffolia was more tolerant to NaCl
compared to (. exyodonta var. armena.
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Sugar beet (Beta vielgaris L.) growth at different ploidy levels
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The mim of this study was to compare seed germination percentage, seedling growth, total chlorophyll and protein content,
sugar content, and root and sugar yields of sugar beet (Beta vulgaris L.) genotypes at different ploidy levels. Sugar beet
seeds from cultivars “Agmessa” and “Felicita” (diploids), and lines “AD 440" and “CBM 315" (tetraploids) were obtamed
from the Sugar Research Institute, Etimesgut, Ankam. Seed germination percentage was recorded after 4 days, whereas
seedling and ot lengths were noted 4 and 14 days after the study initistion. The size of epidermal cells in length and
width wem: determined on the upper leaf surface of 6-week-old plants. Six and 10 weeks after seed sowing, plant and root
lengths, leaf length and width, plant fresh and dry weights, and total chlomphyll and protein content were measured. Data
related to vield components such as sugar content, root and sugar yields were obtained from trials conducted by the Sugar
Research Institute under field conditions 6 months after study intiation, In the cument study, diplod genotypes showed
supenor responses reganding genarative charactaristics while tetraploids passed diploid ones vepetatively in the further
stages of the development. Ten weeks after study imitiation, the highest results regarding vegetative chamcters such as plant
height, root and leaf lengths, leaf width, approximate leaf area, plant fresh and dry weights, and tissue water content wer:
recorded from tetmploid genotypes as 3500 cm, 43.85 an, 1840cm, 9.25 cm, 170.35 cm, 36910 g, 77.45 g and 29165
&, respectively while the highest total chlorophyll content and protein percentage was obtained from diploid genotypes as
155265 pg g'] fresh tissue and 21.11%, respectively. The highest values of sugar content, mot and sugar yields wen:

obtained from diploid genotypes as 15.55%, 7147t ha™ and 11.09 tha™, respectively.
Keywords: sugar bedt; ploidy level; vegetative growth; generative growth

Introduction

Differences between diploid and polyploid plants include
morphological, physiological, cellular and biochemical
aspects. Polyploid plants have bigger cells and stomatas
than diploid plants, resulting in thicker and larger leaves,
larger flowers and fruits. In general, autotetraploids have
greater vegetative volume and larger seed weight but lower
reproductive ferility than diploids, and flowering and fruit
formation are often later in tetraploids than in diploids as
reported by Stebbins (1947). Shoots of polyploid genotypes
are thicker with short internodes and wider crotch angles.
As the chromosome number increases, DNA content per
cell, enzyme activity per cell and cell volume all increases
{Molin et al. 1982; Warner et al. 1987). In addition, poly-
ploids are used as sources of variability and new genotypes
for plant improvement (Jan 1988; Hussain et al. 1997).
Polyploid genotypes have shown resistance to biotic
{pests and pathogens) and abiotic (drought and cold, etc)
stress factors in some cases and this resistance enables
them to have greater adaptability to wider ecological
regions. This could be atributed to higher chromosome

number and gene expression causing an increase in the
concentration of secondary metabolites and chemicals
that are responsible for defense mechanisms. This
increase in the concentration of secondary metabolites
and chemicals enables polyploid penotypes to resist
biotic and abiotic stress factors, and consequently to
grow in a wide range of environments.

However, the effects of increased ploidy level cannot
be anticipated all the time. Polyploid individuals may
not always be supenor to diploid ones: in some cases
polyploid plants have slower growth rates (Ranney
2006) which could be attributed to difficulties in the cell
cycke and slow cell division (Comai 2005), causing
lower cell numbers and smaller organs. For example, it
was reported that the overall chlorophyll content in
polyploid plants is higher than diploid ones with lower
chromosome numbers (Molin et al. 1982; Warner et al.
1987, Mathura et al. 2006), while total chlorophyll
content of teraploid sugar beet genotypes (“AD 4407
and “CBM 315") in our study were found to be lower
than that of diploid ones (“Agnessa” and “Felicita”).
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The aim of this study was to compare sugar beet
{Beta vilgaris L.) genotypes at different ploidy levels
with respect to seed germination, seedling growth, total
chlorophyll and protein content, sugar content, root and
sugar vields.

Materials and methods

Seads of genotypes “Apnessa” and “Felicita™ (diploid,
high root yield)), and “AD 440" and “CBM 315" (tetra-
ploid, high mot vield) were obtained from the Sugar
Research Institute, Etimesgut, Ankara.

Seeds were placed in bottles containing 200 ml tap
water and shook for 24 howrs to increase permeability of
true seed coat for rapid germination. After that, seeds
were sown in wooden boxes under greenhouse condi-
tions at 25°C with a 14 h light/10 h dark photoperiod.
All boxes were irrigated at 2-day intervals. Seed germi-
nation percentage was recorded afier 4 days, whereas
seedling and root lengths were noted 4 and 14 days after
the study initiation. Data related to vield components
such as sugar content, root and sugar yields were
obtained from trials conducted by the Sugar Research
Institute under field conditions.

The sizes of epidermal cells in length and width in a
field of view area (105,938 pmg} of a microscope on the
upper leaf surface of 6-week-old plants were determined
using clear fingernail polish, clear tape, a glass slide, and
a microscope at 60 magnification.

After 6 and 10 weeks, plant and root lengths, leaf
length and width, plant fresh and dry weights, and total
chlorophyll and protein content were measured. Plants
were weighed to determine the fresh weight while the
dry weight was noted after drying plants at 70°C for 4
days. All measurements were made using an analytical
scale, with precision of 0.01 g.

Total chlorophyll content was determined in 6- and
10-week-old plants according to the protocol of Curtis
and Shetty (1996). Fresh tissue (30 mg) from the leaf
was put in 3 ml methanol and kept in total darkness at
23°C for 2 hours. In this way, chlorophyll in the fresh
tissue passed through into methanol. After 2 hours,
absotbencies were determined at 650 and 665 nm. Total
chlorophyll content was calculated as pg chlorophyllg
fresh tissue.

Three replicates were tested. The number of plants
per replication for seed germination and seedling estab-
lishment was 40 and for other parameters examined was
15. Data were statistically analyzed by Duncan’s multiple
range test using the SPSS for Windows computer
progmm. Data presented in percentages were subjected
to aresine (X transformation before statistical analysis
(Snedecor and Cochran 1967).

Results

In the current study conducted in sugar beet, which
is an imporiant sucrose-producing crop worldwide in
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temperate regions and supplies about 21% of the world
sugar consumption, two diploid (“Agnessa” and “Felic-
ita™) and two tetraploid (“AD 440 and “CBM 3157)
sugar beet genotypes were compared with respect to seed
germination, seedling growth, total chlorophyll and pro-
tein content, sugar content, and root and sugar yields.
The sizes of epidermal cells in a field of view area on
the upper leaf surface of sterile seedlings were counted.
The number of cells in a field of view area was higher
in diploid genotypes than in tetraploids due to small cell
sizes, The mean number of cells was recorded as 160.22
in diploid genotypes while it was 7530 in tetraploids
{Table 1, Figure 1). On the other hand, approximate cell
area was found to be higher in tetraploids than in
diploids. Mean approximate cell area was calculated as
2713.32 um” in diploids while it was 6531.02 pum’ in
tetraploid genotypes (Table 1, Figure 1),

Diploid genotypes gave higher results than tetraploids
in seed germination percentage, root length and seedling
height at the fourth day, and root length and seedling
height at the 14th day. In diploids, root length was
recorded as 7.93 cm at the fourth day and it was noted
as 13.32 cm at the 14th day. This indicated a 68.00%
increase in root length. However, in the case of tetra-
ploid genotypes, root length was recorded as 5.46 cm at
the fourth day while it was 7.51 cm at the 14th day,
which meant an increase of 37.55%. On the other hand,
seedling height in diploids was recorded as 6.67 cm at
the fourth day while it reached 9.29 cm at the 14th day.
In tetraploids, seedling height was measured as 5.62 cm
at the fourth day whereas it reached 6.80 cm at the 14th
day. This lower increase in root length and seedling
height in tetmploid genotypes could be atributed to
lower metabolic activity and slower cell cycle (Table 2).

In the first six weeks, diploid genotypes gave rise to
the highest results with respect to plant height, root
length, leaf length and width, plant fresh and dry
weights, total chlorophyll content and protein percentage.
Mean plant height reached 19.00 cm in diploid geno-
types while it was 15.07 cm in tetraploids six weeks
after study initistion. Mean leaf area was recorded as
17.28 em® in diploids and 12.02 cm’ in tetraploids
Mean plant fresh and dry weights were calculated as
10.45 g and 2.64 g in diploid genotypes while they were
544 g and 1.06 g in tetraploids. Tissue water content
wis 7.82 g in diploids and 438 g in tewraploids. Total
chiorophyll content was noted as 964.77 pg g ! fresh tis-
sue in diploids while it was 747.90 pg g fresh tissue in
tetraploids. Protein was calculated 19.76% in diploids
and 4.61% in tetraploids (Figure 2, Table 3). However,
diploids were passed by tetraploid genotypes in the fur-
ther stages of development in the characters of plant
height, root length, leaf length and width, and plant fresh
ard dry weights. Mean plant height in diploid genotypes
was 2390 cm while it was 35.0 cm in tetraploids 10
weeks after stmudy initiation. Mean leaf area was
calculated as 100,30 em® in diploids and 170.35 em® in
tetraploids. Mean plant fresh and dry weights were
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Table 1. Cell sizes in the upper leaf surface of 6-weck-old sugar beet genotypes at different ploidy levels.

Genotypes Cell number Cell length (ym) Cell width (um) Approximate cell area (um?)
Agnessa (2X) 16765a 86.52b 1.4 b 2702.88
Felicita (2X) 15280 a 82.14b 3316 b 272376
Mean 16022 8433 32.20 271332
AD 440 (4X) 7860 b 131.62a 4842a 6373.04
CBM 315 (4X) 7240 b 12824 a 5216 a 6688.99
Mean 7550 12993 50.29 6531.02

Values followed by different letters in a column are significantly different at the 0.01 level.

Figure 1. Cells and stomatas from the upper leaf surface of 6-
week-old sugar beet seedlings. (a) Diploid genotype “Felicita”
and (b) Tetraploid genotype “AD 440",

recorded as 296.35 g and 47.25 g in diploid genotypes
while they were 369.10 g and 7745 g in tetraploids.
Tissue water content was recorded as 249.10 g in
diploids and 291.65 g in tetraploids. Total chlorophyll
content and protein percentage, which could be accepted
as generative characters, were both found higher in
diploids than in tetraploids. Total chlorophyll content
was recorded as 1552.65 pg g ' fresh tissue in diploids
and 124355 pg g ' fresh tissue in tetraploids. Protein
was detected as 21.11% in diploid genotypes and
16.74% in tetraploids (Figure 3, Table 4). It was thought
that this could be due to the fact that photosynthetic
capacity of the tissue in diploids was higher because of
higher chlorophyll content, water and nutrient uptake
from the soil with their roots. Higher photosynthetic
capacity resulted in higher protein content in diploids.
Sugar content, root and sugar yields were recorded
as 15.55%, 7147 t ha™' and 11.09 t ha™’ in diploid
genotypes while they were 12.46%, 56.53 t ha' and
7.04 tha™' in tetraploids, respectively (Tables 4 and 3).

Discussion

There are differences between diploid and polyploid
plants from morphological, physiological, cellular and
biochemical aspects (Berkov and Philipov 2002).

The highest values of cell size were recorded in tetra-
ploid genotypes, as reported by Smith et al. (2003) who
noted that polyploidy increased the cell size and volume.
Decreased cell number in polyploid genotypes was com-
pensated by increased cell size as reported by Doonan
(2000) and Inze and De Veylder (2006). Our findings

Table 2. Germination and seedling growth in diploid and tetraploid sugar beet genotypes.

Day 4 Day 14

Genotype Germination (%) Root length (¢m) Seedling height (cm) Root length (cm) Seadling height (am)
Agnessa (2X) 75.10 a 740 a 6.34a 1267 a 9.05a
Felicita (2X) 89.10 a 8§45a 7.00 a 1396 a 952a

Mean 82.10 7.93 6.67 1332 9.29

AD 40 (4X) 60.10 b 505b 574a 7.50b 6.21b

CBM 315 (4X) 60.10 b 5.86b 549a 7.52b 7.38b

Mean 60.10 5.46 5.62 1.51 6.80

Values followed by different letters in a column are significantly different at the 0.01 level.
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Figure 2.

Seedlings developed from seeds of (a) diploid
(“Felicita™) and (b) tetmploid (“AD 4407) genotypes 6 weeks
after study initiation (bar = 3 cm).

verified these swmdies that lower cell number (73.50) in
tetraploid genotypes was compensated by increased cell
size (Table 1).

Plants developed from diploid seeds were more vital
and well-grown in the first stages of the development.
This could be due to the fact that polvploid seeds had
lower germination and emergence percentages than dip-
loid ones due to their thicker seed coat and seedling
emergence strength (Sung and Chui 1995, Kihara 1951).
Plant height and root length scores, which were higher
in diploid genotypes in the first 6 weeks, were good
indicators for vitality and growth. High ploidy level does
not result in increased shoot growth all the time. Leaf
ared, which plays an important role in the photosynthetic
activity, was found to be higher in diploid genotypes in
the first 6 weeks. However, at the 10th week, although
leaf area of tetraploid genotypes was greater than in
diploids, total chlorophyll content was determined to be
higher in diploids than in tetraploids. High ploidy level
does not result in increased shoot growth every time
(Pegtel 1999). Polyploid plants may show high-ploidy
syndrome, with a costly cell cyvcle and slow cell division
at higher ploidy levels. Lower results in morphological
characters in the first developmental stages of tetraploid

Figure 3. Scedlings developed from seeds of (1) diploid
“Felicita™) and (b) tetmplbid (“AD #07) genotypes 10 weeks
after study initiation (bar = 5 cm)

genotypes could be anributed to slow cell division, as
reported by Comai (2003).

Chlorophyll comtent, which i accepted as an
indicator of photosynthetic capacity of tssues (Pal and
Laloraya 1972, Wright et al. 199%4; Nageswara et al
2001), was again found to be higher in diploid plants.
The number of photosynthetic cells per unit leaf area
decreases with increasing ploidy level (Wamer and
Edwards 1989). Although chloroplasts (Beck, Dunlop
et al. 2003; Beck, Fossey et al. 2003) and chlorophyll
content (Molin et al. 1982) are higher in polyploid geno-
types, increased chlorophyll content with increasing
ploidy level is not always apparent. For instance, chloro-
phyll content remained constant in different ploidy levels
of Awriplex confertifolic (Warner and Edwards 1989).

It was reporied that the fresh weight increase was
mainly due to cell enlargement by water absorption
(Dale 1988) and increase in dry weight was closely
related to cell division and new material synthesis via
photosynthesis (Sunderland 1960). Dry weight increase
in diploids was due to an increase in photosynthetic
activity and carbohydrate metabolism  resuliing  from
increased water uptake by longer roots. Reduced fresh
weight in tetraploids in the beginning of the development

Table 3. Development of seedlings from seeds of diploid and tetrmploid genotypes 6 weeks after study initiation,

Plant Koot Leaf Leaf Approximate  Plmnt Plant Tissue Total chlorophyll  Protein

height length  length width  leaf area fresh dry water content (pg g (%)

fem)  {em)  (em) (cm) fem?) weight  weight  content fresh tissue)

(g) (g) 2

Agmnessa (2X) I853a 2140 a 5132 304a 1651 a IL8la 250a 2407 b 18458
Felicita (2X) 947Ta 198 a 5752 314a 1806 a 910a 278a 2107 a
Mean 1w 2037 544 i 10,45 264 19.76
AD 40 (4%) 1500b 13460 5002 234b 619b 118D 633 b
CBM 315 4X) 15.14b 1495 b 4% 0 249b 469b 094b 290b
Mean 15.07 144 49 241 544 106 461

Values followead |1_\. different letters in a column are a.iguil'nl_q.ull_-. different at the 001 level.
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Table 4. Development of seedlings from seeds of diploid and tetrmploid genotypes 10 weeks after study initiation.

Plant Root  Leaf Leaf Approximatz  Plant Plant Tissue Total chlorophyll  Protem

height  length length width  leafarea fresh dry water content (ug g’ %)

{em) fem)  {em)  (em) {am”) weight  weight  content fresh tissue)

(2) g (2)

Agnessa (2X) 05bh 20b 134b 73D 978 b 28660 4290 M437h 1571.5a 2046 a
Felicita (2X) 273b 33Eb 49b 69D 1028 b 361k 516b 2545b 15338 a 2177 a
Mean 2300 340 1415 700 100.30 20635 4725 240,10 1552.65 211
AD H0 (4X) 30a 429a 187a 97a 1814 a 35718 773a 2798 a 12106 b 16.10 b
CBM 115 4X) 330a HBa 181a K8a 1593 a 38112 776a Wisa 1276.5 b 17.39 b
Mean 3500 4385 1840 925 170.35 36910 7745 H1.65 1243 .55 16.74

Values followed by different lefters in a column are significanty different at the 0.01 level.

Table 5. Sugar content, root and sugar yvields in diploid and
tetraploid genotypes.

Sugar Root Sugar yizld

Genotypes content (%) vield (t ha ™) {tha™)
Agnessa | 2X) 1488 a 74,46 a 11.08 a
Felicita (2X) 1621 a 68,48 a 11.10a
Mean 1555 .47 1.0

AD 0 (4%) 1285b 5440 b 6.9 b
CBM 315 4X) 1207 b 5866 b 708 b
Mean 1246 56.53 7.4

Values followed by different letiers in a column are significantly differ-
ent at the 001 level.

could be atributed to decreased water absorption as
reported by Prado et al. (1995). Sullivan and Pfahler
(1986) reported that seedling growth was affected by
genotypic differences more than ploidy in diploid and
autotetraploid Secale cereale.

Cells with high ploidy level have bigger vacuoles
{Jibiki et al. 1993) and the vacuole plays an important
role in regulating osmotic pressure of the cell (Guertin
and Sabatini 2005 ). Higher cell osmotic pressute in poly-
ploid plants s reported by Tal and Gardi (2006) could
cause high tissue metabolic activity by increasing water
and nutrition uptake. Thus, increase in the fresh and dry
weights of tetraploid genotypes in our study at the end
of 10th week were chiefly due to an increase in the
absomption of water and other components via high cell
osmotic pressure. Conversely, lower osmotic pressure of
diploid penotypes caused a decline in fresh and dry
weights by decreasing the absorption of water and other
components via roots. The results of tissue water content
clearly showed that tetraploid genotype had higher osmo-
tic pressure, causing higher absorption of water and other
components from the soil. In general, tetraploids have
higher vegetative growth but lower reproductive fertility
than diploids. Polyploids flower and fruit later than dip-
loids, as reported by Stebbins (1947). Thus, in our study,
tetraploid genotypes overiook diploid genotypes 10
weeks after study initistion, in vegetative characters such
as plant height, root and leaf lengths, leaf width, approx-
imate leaf area, plant fresh and dry weights. However, in
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generative characters (total chlorophyll content, protein
percentage, sugar content, root and sugar vields), diploid
genotypes showed the highest performance.

From the results of the present study, the lower levels
of parameters recorded in tetraploid genotypes confimed
that the effects of increased ploidy level could not be
anticipated all the time. Diploid genotypes were found to
be superior to tetraploids in penerative characteristics
such as total chlorophyll and protein content, sugar
content, root and sugar yields. Thus, it should be consid-
ered that responses of polyploid genotypes may differ in
morphological, physiological, cellular and biochemical
aspects. That s why, in a research study, responses of
both diploid and polyploid genotypes should be
evaluated carefully for successful results.
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