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Bu arasgtirmada, tuzluluga dayanikli oldugu bilinen iki arpa ¢esidi (Kiral =97 ve
Karatay — 97) ve duyarh veya dayaniklilig1 bilinmeyen ancak dogal yayilisa sahip bir
halofit olan Hordeum marinum L.’da Siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)
aktiviteleri arastirilmistir.

Arastirmadan elde edilen sonuglara gore; Hordeum marinum L.’da bulunmasi
olas1 antioksidatif yolda islevsel oldugu bilinen diger enzimik ve enzimik olmayan
antioksidantlarin da arastirilmasinin  gerekli oldugu saptanmistir. Tuzluluga
dayaniklilikta, bir kriter olarak SOD aktivitelerinin tek basina kullanishiligi her ii¢

genotip i¢inde uygun bulunmamistir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, Hordeum marinum L., siiperoksit dismutaz, tuz
stresi



ABSTRACT

In this investigation, two cultivated barleys (Kiral -97 and Karatay — 97) which
are known as a salt resistant and with Hordeum marinum L. that is unknown as resistant
or sensitive as a halophyte plant which has a natural spread, are investigated for
superoxide dismutase activities. (SOD; EC 1.15.1.1)

According to the obtained results, research is required for researching other
enzymic and non-enzymic antioxidants, that is probably present antioxidative ways in
Hordeum marinum L. Resistance in salinity, SOD activities are not available for only as

criteria for every three genotype.

Key words: Oxidative stress, Hordeum marinum L., superoxide dismutase, salt stress
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1. GIRIS
1.1. Oksijenin Aktivasyonu:

Aerobik yasam molekiilii olan oksijen siiphesiz solunum ve enerji
metabolizmalart i¢in temel bir gereksinimdir. Oksijen ayn1 zamanda birgok zarar verici
kosullart ve hastaligi yapma etkisine de sahip olmasiyla, diinyadaki yasamin temel
paradokslarindan birisini sunmaktadir. Oksijenin 6nemi, oksijen molekiillerinin izleri ve
bunlarin bulunuslarindaki biiyiik farkliliklar nedeniyle kiiltiir bitkilerinde stresle artan
islevsizlik ve bozukluklardan da anlagilmaktadir. Bunun nedeni; oksijenin sorumlu
olabilecegi ¢ok sayidaki oksijen formlarinin ve ara {irtinlerinin bulunusudur.

1.2. Oksijen Radikallerinin Biyolojik Reaksiyonlari:

Atmosferik oksijen ve onun duragan seviyesi diger gaz elementleri arasinda
farkli yerdedir ¢iinkii o bir radikaldir veya bagka bir deyisle ciftlesmemis iki elektronu
vardir. Bu durum oksijeni paramanyetik yapar.

Oksijen aktive edilmedikce organik molekiillerle reaksiyonlara girme olasilig
azdir. Temel seviyede molekiiler oksijen (O, dioksijen) zararsizdir, ancak serbest
radikaller ve tiirevleri diizeyinde Oldiiricii reaktif uyarmayr ortaya c¢ikarmaya
yeteneklidirler. Oy’nin kullanimi asamali bir bicimde olduk¢a anlamli bir sekilde
ilerlemektedir. 4 elektronun suya indirgenmesi siliresince kismen indirgenmis ara
formlar olusmaktadir (Sekil 1.1). Indirgenmis dioksijenin reaktif tiirleri siiperoksit
radikal (‘Oy"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikalini (OH) igermektedir.
Bunlar ve O,’nin fizyolojik olarak enerjice zengin formu, singlet oksijen ('O,),
biyolojik olarak oldukca 6nemli oksijen tiirleridir.

Molekiiler oksijenin temel seviyeden ilk singlet seviyeye hareketlendirmek i¢in
gerekli aktivasyon enerjisi yaklagik 22 kcal/mol’diir. Yiiksek bitkilerde bu enerjinin
klorofil gibi baz1 transfer molekiilleri sayesinde 1sik kuantasindan saglanmaktadir.
Boyle aktive olmus oksijen molekiillerinin hepsi tiim organizmalarda reaktif ve
sitotoksiktirler. Bu tip reaktif tiirler, plazmalemma veya hiicre i¢i organellerinde gerekli
membran lipidlerinin peroksidasyonuna yol acacak sekilde, doymamis yag asitleriyle
reaksiyona girebilirler. Plazmalemmanin peroksidasyon zarari hiicre iceriginin disartya

akmasini, hizla kurumasini ve hiicre 6liimiinii yonlendirir (Edreva, 1998).
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02— O,—> H,O,— > 'OH—*H)0

Reaksiyonun tamama: 02+4e+4H —*> 2H,0
Sekil 1.1. Oksijenin suya indirgenme reaksiyonlar1 (Acar, 1999).
1.2.1. Hidroksil Radikali, Siiperoksit Radikali ve Hidrojen Peroksit

1.2.1.1. Hidroksil Radikali:

Koken ve Olusum:

‘OH, metal Kkatalizleyen Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu
sayesinde olusmaktadir:
Fenton Reaksiyonu: Fe’" + H,0, = ‘'OH + Fe** + OH"
Haber-Weiss reaksiyonu (1934): O, + H,0, ="OH + OH + O,

Aktivitesi ve Zararh Etkileri:

‘OH ¢ok fazla reaktiftir, ¢ogu organik bilesigi oksidize eder. Yiiksek
reaktivitesinin gelisigiizel olmasindan dolay1 uygun olan ilk substratla tepkimeye girer.
Bu nedenle, yiiksek bir yikict ve mutajenik potansiyele sahiptir. Hidroksil radikalleri
kloroplast membranlarinin hemen yakininda olustugundan kloroplastlar hidroksil

radikallerine 6zellikle duyarlidirlar.

Koruyucu Mekanizmalar:

‘OH’e kars1 savunmada a-tokoferol ve askorbat ile bunun etkisi sinirli olarak
bastirilmaktadir.
1.2.1.2. Siiperoksit Radikali (O,):

Koken ve Olusum:

‘O, flavoprotein dehidrogenazlar tarafindan enzimatik olarak olusturulabilir.
Buna ek olarak daha da onemlisi ferrodoksinlerin, hidrokinonlarin, tiyollerin ve
indirgenmis hemoproteinlerin oto oksidasyonlar1 tarafindan enzimatik olmayan yolla da
tiretilebilirler.

Fotosistem [’in indirgenme bdlgesi iizerinde ferrodoksin ve diger elektron

tagiyicilar oksijene bir elektron vermek i¢in gerekli negatif elektrokimyasal potansiyele



basarili bir sekilde sahiptirler (Asada ve Takahashi, 1987). Siiperoksit iiretiminin
cogunlugu ferrodoksin (Furbank ve Badger, 1983) ve Mehler reaksiyonu sayesinde
olmaktadir.

Aktivitesi ve Zararh Etkileri:

‘05, lipid peroksidasyonuna, membran hasarina, hiicresel toksisiteye ve DNA’da
kirilmalara neden olabilmektedir (Fridovich, 1986). Siiperoksit, Haber-Weiss
reaksiyonunda hidrojen peroksitle reaksiyona girebilir ve buradan hidroksil radikali
tiretilir (Sekil 1.2). Siiperoksit ayn1 zamanda, NADPH ve epinefrin oksidasyonunda
oldugu gibi katalazin ve glutasyon rediiktazin inaktivasyonuna sebep olabilir
(Fridovich, 1986). Bunlarla birlikte, biyotik ve abiyotik ¢evresel stres faktorlerinin cogu
bitkilerde oksidatif hasarlara yol agabilir (Acar, 1999)

Koruyucu Mekanizmalar:

‘O, , siiperoksit dismiitazla (SOD; EC 1.15.1.1) katalizlenen dismutasyon

reaksiyonu yoluyla hidrojen peroksite doniistiirtiliir.

H,O, + .Oz_ — > OH+ O, +'OH

Sekil 1.2. Haber —Weiss Reaksiyonu (Acar, 1999)
1.2.1.3. Hidrojen Peroksit (H,O,):

Koken ve Olusum:

H,0,, peroksizomlarda glikolatin oksidasyonu boyunca {iretilebilir. Daha da
Oonemlisi, siiperoksitten siiperoksit dismiitaz tarafindan iiretilebilir.

Aktivitesi ve Zararh Etkileri:

H,0O,, aktif oksijen tiirlerinin en duragan olamidir. Kuvvetli niikleofilik
oksidanttir ancak gergekte reaktif degildir. S-H baglarimin oksidasyonu sayesinde
Kalvin dongiisii enzimleri ve diger enzimlerin inhibisyonundan sorumludur (Kaiser,
1979). Hidrojen peroksit ayrica Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 yoluyla yikici
hidroksil radikaline doniisebilir.

Koruyucu Mekanizmalar:

H,0,, peroksizomlarda katalazla ve kloroplastlarda askorbat peroksidazla

(AsPOD) ortamdan temizlenir.



1.3. Aktif Oksijen Uretim Bolgeleri:

Farklt mekanizmalar tarafindan iiretilen, iki farkli formda aktif oksijen vardir.
Oksijenin ‘O, ‘e, H,0z‘e ve ‘'OH ‘ne indirgenmesi, ¢ogu biyolojik sistemlerde oksijen
aktivasyon mekanizmasmin temelidir. Bununla beraber, fotosentetik bitkilerde,
fotosistemler tarafindan singlet oksijen olusturulmasi 6nemlidir. Aktif oksijen, sik sik
kompleks kimyasal reaksiyonlara imkan veren metabolizmanin bir bilesigi olarak
olusur. Fakat diger aktif oksijen tiirevleri, kimyasal olarak veya ¢evresel stresin sebep
oldugu metabolizmadaki karisikligin bir sonucu olarak elektron tagima sistemlerinde ya
da enzimlerin fonksiyon kaybi sonucunda olusur.

1.3.1. Kloroplastlar

Elstner’in 1991°de tanimladig1 gibi, kloroplast i¢inde aktif oksijen iiretilebilen
en az 4 bolge vardir.

(1) PSI, kloroplastlarda oksijen aktivasyonunun énemli bir mekanizmasi olan Mehler
reaksiyonuyla oksijeni indirgeyebilir. PSI’nin indirgeme bodlgesinin, NADP nin sinirh
oldugu sartlar altinda oksijenin monovalent indirgenmesine 6nemli dl¢iide katkida
bulundugu diisiiniilmiistiir. Ornegin, eger Kalvin ¢emberi NADPH’1, PSI’in sagladig
elektronlar kadar hizli bir sekilde okside edemezse, bu durum gerceklesir.

(2) Fotoaktive olmus klorofil 1, normal olarak, uyarma enerjisini PS reaksiyon
merkezlerine transfer eder, fakat Elektron Tasima Sistemlerinde kullanildigindan
yakalanan 151k enerjisinin Onlendigi kosullar altinda bu enerji oksijeni uyararak,
oksijenin triplet formdan singlet forma doniismesine neden olur. Bu sartlara 6rnek
olarak; kuraklik nedeniyle stoma kapanmasi, transport sistemlerinin zarina zarar, belli
besinlerin eksikligi veya kirlilik etmenleri ve herbisitler gibi ksenobiyotik kimyasallarin
varlig1 verilebilir.

(3)PS II'nin oksidize olan yiizeyi PS II reaksiyon merkezine sudan 4 tekil elektronun
transferini kolaylagtirmakta ve oksijeni triplet veya temel duragan seviyeye
doniistiirmektedir. Bu bdlgeden molekiiler oksijene elektronlarin ge¢isimi veya kismen
indirgenmis oksijen iiriinlerinin saliverilmesi, aktive olmus oksijen iiretimine nisbeten
kiigiik bir katki yapmakla birlikte ,belli alkoller PSII tarafindan indirgenebilir.

(4) Fotorespirasyon, kloroplastlarda iyi bilinen oksijenasyon yoludur. Rubisco,
fosfoglikolat ve fosfogliserat olusumunda RuBP’ nin 2. karbonuna oksijen eklenmesini
katalizler. Bu, kloroplastlarda aktif oksijen olusturmadigi halde, peroksizomlarda

glikolat metabolizmasini devaminda aktif oksijen olusturur.



1.3.2. Mitokondriler
Oksijenin biiyiik boliimii mitokondriyal elektron tagima sistemindeki sitokrom

oksidaz tarafindan tiiketilir ve oksijene ardisik olarak 4 elektron transfer edilir, sonucta
su meydana gelir. Bitki mitokondrisinde alternatif oksidazda, ilave bir oksijen
indirgeme bdlgesi vardir, siyaniire direnci sayesinde sitokrom oksidazdan ayrilir.
Bununla beraber, bu bélgelerden higbiri siiperoksitin 6nemli miktarlarini tiretmez. (Rich
ve Bonner,1978) Ayni zamanda, NADH varliginda mitokondride iiretilen H,O, ve *O;,
izole edilmistir. (Loschen ve ark.,1973;1974) Antimisin A, ubikinon oksijen
indirgenmesini arttirdiktan sonra elektron akisini durdurur. Ubikinon A’daki zincirin
sitokrom b bolgesi oksijenin indirgenmesini tercih eden ubikinon indirgenmesi de
olasilikla diger kosullarla artmaktadir (Rich ve Bonner,1978). Cesitli Fe-S Proteinleri ve
NADH dehidrogenazin da siiperoksit ve hidrojen peroksit {iretilen muhtemel bolgelere
dahil oldugu diisiiniilmektedir. (Turrens ve ark.,1982).
1.3.3. Endoplazmik Retikulum

Graniilsiiz endoplazmik retikulumda; oksidasyon, hidroksilasyon, dealkilasyon,
deaminasyon, dehalojenizasyon ve desaturasyonlar1 igeren cesitli oksidatif prosesler
meydana gelmektedir. Islevi karmasiklasmis oksigenazlar; bir elektron verici olarak
NAD(P)H kullanarak bir organik substrata bir oksijen atomu ekleyen, bir heme kismi
igerir.

Sitokrom Pys tarafindan katalizlenen genel reaksiyon soyledir:

RH+NADPH+H +0, — ROH-+NADP" + H,0

Bitkilerde en iyi karakterize edilmis sitokrom Puso. flavonoid ve lignin
biyosentezlerinde islevsel olan sinnamat-4-hidroksilaz’dir. Fakat islevi karmasiklasmis
diger oksigenazlar, gibberellin ve sterol biyosentezleri iceren diger biyokimyasal
yollarda islevseldirler. Bu sistemler tarafindan oksijenin aktivasyonu, boyle kompleks
metabolitlerin sentezinde, oksijen ekleme reaksiyonlarina gerekli bir sarttir. Siiperoksit,
sitokrom Pyso igeren, mikrozomal NAD(P)H’a bagli elektron tasginimiyla iretilir
(Winston ve Cederbaum, 1983).

Substratin (RH) univalent indirgenmesi ve P4so — RHOO kompleksi olusturmak
i¢in triplet oksijenin ilavesinden sonra kompleks P4so — RH’a ayrisabilir ve siiperoksit

olusur.



Sitokrom P4so ilk olarak organik subtrat RH ile reaksiyona girer. Kompleks,
eslesmemis bir elektrona sahip her bir triplet oksijenle kendiliginden reaksiyona
girebilen bir ara radikal olusturmak i¢in, bir flavoprotein tarafindan indirgenir. Bu
oksijenlenmis kompleks sitokrom b tarafindan indirgenebilir veya bazen bu kompleks
stiperoksit olusturarak ayrigabilir.

1.3.4. Mikrobadiler

Peroksizomlar ve glioksizomlar tek zarli organellerdir. Bunlar yag asitlerinin
B-oksidasyonu ve glikolik asit donglisiinde goérevli olan glikolat oksidaz, katalaz ve
cesitli peroksidazlar gibi enzimleri igerirler. Glikolat oksidaz glikolattan oksijene iki
elektron tasinmasinda H,O, iiretir. (Lindquist ve ark.,1991). Ksantin oksidaz, iirat
oksidaz ve NADH oksidaz, kendi substratlarinin oksidasyonunun bir sonucu olarak
stiperoksit olusturur. In vitro da ksantin oksidaz reaksiyonu, ksantinin iirik aside
donmesi sirasinda bir mol siiperoksit {iireterek, siiperoksit kaynagi olarak sik sik
kullanilmistir (Fridovich,1970).

1.3.5. Plazma Membranlan

Bir siiperoksit olusturan NAD(P)H oksidaz aktivitesi plazmalemmada
zenginlestirilmis fraksiyonlarda agik¢a gosterilmistir (Vianello ve Macri,1991). Bu
flavoproteinler belli kinonlar veya azotlu bilesiklerin redoks dongiisii vasitasiyla
siiperoksit iiretebilir. Kokte, NAD(P)H oksidaz Fe™ ‘i Fe™ ‘ye doniistirerek
taginabilen bir forma indirger. Bu kok enziminin fonksiyon kaybi, siiperoksit iiretir
(Cakmak ve Marschner,1988). Oksinle aktive olmus bir NADH oksidaz ile hiicre duvari
asidifikasyonu ve oksinle uyarilmis hiicre uzamasi arasinda iliski kurulmustur (Morré
ve ark.,1988).

Bitkilerdeki NAD(P)H oksidaz ile hayvanlardakinin benzer bir fonksiyonu
vardir. Lokositler dis zar {lizerinde, yabanci bir ajana yanitta aktive olan, potansiyel
patojen saldirilarinda oksidatif reaksiyonlar1 uyaran siiperoksit tireten NADH oksidaz
ihtiva ederler (Hohn ve Lehere,1975). Bitkilerde, fungal elisitorler bazi patojenik
funguslara yiiksek duyarlilik yanitiyla baglantili benzer bir sliperoksit olusumuna neden
olurlar (Doke ve Ohashi,1988;Doke ve ark.,1991). Yaralanma, sicaklik soku ve
ksenobiyotikler gegici olarak bu siiperoksit olusturma reaksiyonunu aktive etmektedir.
Sonug olarak siiperoksit olusturan reaksiyonlarmn, bitki hiicrelerinde biyolojik,fiziksel
veya kimyasal strese savunma yanitlarina bir sinyal olarak hizmet edebilecegi

Onerilmistir.



1.3.6. Hiicre Duvarlari

Tamamen ac¢ik olmamasina ragmen, hiicre duvarlari metabolizmanin ve ayni
zamanda oksijen aktivasyonunun aktif bolgeleridir. Bu reaksiyonlarin bazilari, yukarida
tanimlandig1 gibi patojenlere karsi savunma reaksiyonlarina dahil edilebilir. Digerleri
ksenobiyotik kimyasallarin bolmelere ayrilmasi ve parcalanmasina dahil olabilir.
Bununla beraber, yaygin reaksiyonlarin cogu, biyosentetiktir. Ornegin, ligninin
fenilpropanoid onciilleri, H,O, ile ilgili reaksiyonlar sayesinde c¢apraz baglanir, alt
tiniteler lignine rastgele baglanir (Gross,1980). NADH, bir hiicre duvari1 malat
dehidrogenazi tarafindan meydana getirilir ve daha sonra H,O, olusturmak igin,
olasilikla plazmalemma iizerindeki NADH oksidaz tarafindan kullanilir (Gross ve
ark.,1977) (Vianello ve Macri,1991). Diamin oksidazlar, kendiliginden oksidize olacak
bir kinonu indirgemek icin diaminler veya poliaminler (putressin, spermidin,
kadaverin,vb.) kullanarak da hiicre duvarinda aktif oksijen iiretimine dahil olurlar.
(Vianello ve Macri,1991; Elstner,1991)

1.4. Aktif Oksijen Olusumu

Zararli oksijen tiirevleri bir dizi yolla olusabilirler, ancak fotooksidatif strese
bagl olarak aktif oksijen liretimi, fotosentetik elektron tagima sistemine fazla enerji
girisi yoluyla ger¢ceklesmektedir. Kloroplastlarin 151k sistemi fazla 151k enerjisi
yakaladiginda, buradan enerjinin akisinda dort yol vardir. Bu, termal dagitma ve
floresens sayesinde serbest birakilabilir. Engellenmemis maksimum c¢aligsma olursa bu
enerji elektron tagima zinciri tarafindan absorbe edilir. Sonugta, aktif oksijen tiirlerinin
olusumu fazla enerjiyi azaltabilecektir (Salin, 1988). Singlet oksijen, elektron tasima
zincirindeki tasiyicilardan elektron alimi ile siiperoksit olusurken klorofilden fazla
enerjinin absorbsiyonuyla olusturulur. Hidrojen peroksit, siiperoksit dismiitaz tarafindan
antioksidant sistemin ilk basamaginda olusmaktadir ve hidroksil radikali Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlarindaki hidrojen peroksitten olugsmaktadir.

Foto-oksidatif zarara bakildiginda, aktif oksijen tiirlerinin ¢ok ¢esitli zarar verici
etkilere sahip olduklar1 goriilmektedir. Hidroksil radikali ve singlet oksijen oldukga
reaktiftirler ve ¢ogu organik bilesigi oksidize edebilirler. Hidrojen peroksitin zararl
etkileri belli enzimler ve siliperoksitle birlikte engellenir ve buradan hidroksil radikali
olusabilir. Toplam sonug, kloroplastlarin parcalanmast ve biyosentezlerinin

engellenmesidir. Bu etkiler ¢evresel stresler tarafindan olusturulabilmektedir.



Fotosentezdeki rollerine bakildigindaysa, hareketlendirilmis bir elektronun
enerjisi oksijene verildiginde olusan aktif oksijen tiirlerinin, enerji seviyesini diisiirmede
ve elektron tasimim sistemini fotoinhibisyonla sonuglanacak yiiksek bir indirgemeden
korumada rol oynadig1 goriilmektedir (Foyer ve ark., 1994). Bu nedenle, eger oksijen
ara Urlinleri antioksidant sistemini etkin sekilde veriyorsa fazla enerjinin dagitilmasinin
onemli bir bileseni olarak goriilebilir.

1.5. Savunma Mekanizmalar (Edreva, 1998; Acar; 2001)

Aktif oksijen tiirlerinin regiilasyonu genel olarak metabolitlerin iki grubu ile
gergeklestirilmektedir. Bunlar; antioksidantlar ve koruyucu enzimlerdir.
1.5.1. Enzimik Yollar

Aktif oksijenin diizenlenmesine dahil olan enzimler koruyucu enzimler olarak
adlandirilmaktadir. Bitki hiicresinde temel koruyucu enzimler siiperoksit dismiitaz,
peroksidaz, katalaz, askorbat peroksidaz’dir.
1.5.1.1.Siiperoksit Dismiitaz (SOD; E.C.1.15.1.1)

SOD, bir proteindir. Prostetik gruplar olarak transit metalleri igerir, bunlar ¢esitli
degerlikli metallerdirler. Metal iyonlarina gore 3 ¢esit SOD goriilmektedir. Cu/Zn SOD,
Mn/SOD ve Fe SOD. Cu/Zn SOD siyaniire duyarlidir, SOD bir serbest radikal olan

stiperoksit anyonunun dismiitasyonu olarak adlandirilan reaksiyonu katalizler:

.02_ (SOD) > O, + HyO,

Bu reaksiyon sayesinde SOD, hiicrenin serbest radikal havuzunun
diizenlenmesine dahil olmaktadir. Fe SOD’lar kloroplastlarda, Mn SOD’lar
mitokondrilerde ve peroksizomlarda, Cu-Zn SOD’lar ise kloroplast, sitosol ve olasilikla
ekstraseliiler ylizeylerde lokalize olmusglardir. Reaksiyonun aktif oksijen {iriinii olan
H,0,, PO ve CAT tarafindan metabolize edilir.
1.5.1.2.Peroksidaz (PO; E.C.1.11.1.7)

Bir heme (Fe-porfirin) grubu igeren glikoproteindir. PO’in ilk hareketi bir

elektron yakalayici olarak H,O, kullanarak substrati oksidize etmesidir:

AH, + H,0, (PO) > AH + H,O

PO’1n heme kismindaki Fe iyonu katalitik hareket i¢in yanit vericidir. Bu reaksiyon;



a) hiicre duvarinda lignin ve suberin biyosentezleriyle sonuglanan serbest fenollerin
oksidatif polimerizasyonunu saglar.

b) hiicre duvar bilesenlerine, fenollerin oksidatif polimerazsyonla baglanmasini saglar.
Ornegin; hiicre duvarima capraz baglanma ve saglamlikla sonuclanan fenoller (ferulik
asit) ve hiicre duvarindaki tirosin atiklarin (uzantilar) hiicre duvart polisakkarit
zincirlerine baglanmas.

1.5.1.3.Katalaz (CAT; E.C.1.11.1.6)

CAT, heme (Fe-porfirin) grubu iceren su reaksiyonu katalizleyen enzimdir:

2 1,0, (CAT) > 2H,0+20,

Bunun sonucunda CAT ayn1 zamanda, H,O, seviyesinin kontroliinii saglar.
1.5.1.4. Glutasyon Rediiktaz (GR; E.C.1.6.4.2)

GR, oksidize glutasyonun rediiksiyonunu katalizler:

G-S-S-G + NADPH (GR) > 2 GSH + NADP + H'

Indirgenmis glutasyonun seviyesi bu yolla korunur ve hiicrenin antioksidant seviyesi
diizenlenir.

Stres kosullarinda PO, CAT, SOD ve GR’nin koruyucu rolii transgenik bitkiler
kullanilarak bu enzimlerin iist seviyede veya alt seviyedeki ifadeleri gen miithendisligi
yontemleri tarafindan kanitlanmastir.

1.5.2. Antioksidantlar

Antioksidantlar aktif oksijenin birikimini diisiik redoks potansiyelle denetleyen
molekiilleri kapsamaktadir. Bunlar; fenoller, flavonoidler, tokoferoller, karotenoidler,
poliaminler vb.’dir. Bundan bagka; bazi fenollerin (hidroksisinnamik asitler ve
flavonoidler) aktif oksijene yanitta serbest radikallerin etkili ¢opciileri olarak hareket
ettikleri rapor edilmistir. Mevcut gii¢lii hiicre antioksidantlar1 askorbik asit (Vitamin C)
ve tiyollerdir (SH grubu igeren bilesikler).

1.6. Oksidatif Stres:

Bitki membranlarindaki reaktif oksijen tiirleri (ROT) veya lipid peroksidasyon
reaksiyonlari, segici bir sekilde doymamis yag asitlerini bozabilir ve aldehitleri,

hidrokarbonlar1 ve ¢apraz baglanmis triinleri biriktirebilir. Bitki membranlar1 {izerine



cevresel stresin etkileri incelendiginde, birgok calisma malondialdehit (MDA) gibi lipid
peroksidasyon iirlinlerini 6lgerek, serbest oksijen radikallerinin boyle stres yanitlarina
dahil oldugu sonucuna varmistir. Bu reaksiyonlarin substratlarinda, membran yag
asitleri incelenmistir. Sec¢ici olmayan doymamus yag asitleri ¢ok sik olarak
gozlemlenmistir. Stres etkinliklerinde serbest oksijen radikallerinin gerekli olmadigi
rapor edilmistir. Bu zithk, tohum yaslanmasi gibi proseslerde serbest oksijen
radikallerinin bir¢ok kural dis1 iliskisinin nedenidir (Wilson ve Mc Donald,1986).

Proteinler iizerine oksidatif saldiri, bolgeye 6zel amino asit modifikasyonlari,
peptid zincirlerinin parcalanmasi, capraz baglanmis reaksiyon firiinlerinin bir araya
toplanmasi, elektriksel yiiklerin degismesi ve proteolizise duyarliligin artmasi ile
sonuclanmaktadir. Bir peptidteki amino asitler, onlarin saldirtya duyarliligini ve aktive
olmus oksijenin farkli formlar1 ile onlarin potansiyel reaktivitesine neden olur. Primer,
sekonder ve tersiyer protein yapilari belli amino asitlerin goreceli duyarliliklarini
degistirmektedir.

Bir protein oksidize oldugu zaman bir ¢ok aminoasit, spesifik geri doniistimsiiz
modifikasyonlara ugrar. Ornegin, triptofan bitirozin iiriinlerini olusturmada gapraz
baglanarak olusturur (Davies, 1987). Histidin, lizin, prolin, arginin ve serin,
oksidasyonda karbonil gruplari olusturur (Stadtman, 1986). Proteinlerin oksidatif
bozunumu, redoks dongiisiiniin yetenegindeki bir durum olarak demir gibi metal
kofaktorlerin varliginda artabilir. Boyle durumlarda metal proteinin baglanma bdlgesi
tizerinde divalent bir katyona baglanir. Metal daha sonra bir hidroksil radikali olusturan
Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile reaksiyona girer. Buradaki hidroksil radikali
proteinin katyon baglanma bolgesinde veya yakininda bir amino asit kalintisin1 hizla
oksitleyebilmektedir (Stadtman, 1986).

fyonize radyasyon gibi serbest oksijen radikalleri olusturan ajanlar ve aktif
oksijen, DNA’da delesyonlara, mutasyonlara ve diger letal genetik etkiler seklinde
ortaya ¢ikan bir ¢cok lezyona neden olmaktadir. DNA’ya hasarin karakterizasyonu, baz
degradasyonu, tek zincir kivrilmasi ve proteinlere c¢apraz baglanmaya neden olan
oksidasyona duyarli seker ve baz kisimlarinin her ikisinde de gosterilmistir (Imlay ve
Linn, 1986).

DNA’nin proteinlere ¢apraz baglanmasi, hidroksil radikalinin DNA veya iliskili
proteinler iizerine saldirmasimin diger bir sonucudur (Oleinick ve ark.,1986). Iyonize

radyasyonla muamele veya diger hidroksil radikali olusturan ajanlar timin-sistein gibi,
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DNA ve protein arasinda kovalent sizintilara sebep olur. Bu ¢apraz baglar bulundugu
zaman, ¢esitli ekstraksiyon metodlariyla DNA’dan protein ayrilmasi gergeklesmez.
DNA-protein ¢apraz baglarinin 6nem sirasi, tek zincir kiriklarindan daha az olmasina
ragmen, onlar kendiliginden onarilamaz ve replikasyon yada transkripsiyon tamirden
once meydana gelirse letal olabilir. DNA, bir hiicrenin serbest radikal saldirisina
tolerans yetenegi bakimindan agik¢a zayif bir halkadir. Diger makromolekiillere kiyasla
DNA’da hasar daha az tolere edilebilir.

1.7 Cevresel Stresler ve Antioksidant Sistemler:

Toksik oksijen tiirlerinin olusumu bitkiler c¢evresel stres altinda olduklarinda
artar (Elstner ve ark., 1988; Foyer ve Harbinson; 1994). Cevresel faktorler tarafindan
arttirilabilen fotooksidatif stresler bunlarda {i¢ tipi ayird etmemizi saglar. Bu faktorler
dogrudan (1. tip) ve dolayli (2. tip) olabilmektedir. Serbest radikal iiretimi veya
antioksidant savunma mekanizmalarin1 engelleyebilme dogrudan yollar olurken, aktif
oksijen seviyelerinde bir artis meydana gelmesi ise dolayli bir yoldur. Uciincii tip ise
cevresel stresler biyosentetik yollarda karisikliklara neden olurlar, bu durum
kloroplastlarin fazla enerjiyi harcama yetenegini etkiler ve bdylece aktif oksijen
olusumuna neden olur (Salin, 1988). Cevresel streslerin bazi 6rnekleri sunlardir:

1.7.1. Kirlilik:
1.7.1.1.0zon:

Azot oksitlerin yikimindan kokenlenen kirlenmenin biiylik bir kismim1 Ozon
olustumaktadir. Giliglii bir oksitleme potansiyeline sahip oldugundan yiiksek bir
fototoksisiteye sahiptir ve bu 6zelligi nedeniyle serbest radikal zincir reaksiyonuna
sebep olur (Mehlhom ve ark.,1990). Ozon ayrica PSII D1 proteinini yikima ugratir
(Lutz ve ark., 1992) ve Rubisco’nun aktivitesini ve miktarin1 azaltir (Landry ve Pell,
1993). Rubisco ve PSII D1 proteini iizerine ozonun bu etkileri elektron taginimi
sayesinde fazla enerjinin dagitimini engellemeyle ve buna ek olarak aktif oksijen

tiirlerinin olusumuyla sonu¢lanmaktadir.

1.7.1.2. Kiikiirt dioksit:
Kiikiirt dioksit kloroplastlarin asidifikasyonuna sebep olur. Bu kirletici, oksijen
radikali tiretimine enerji akis1 olmasiyla, SH iceren ve isikta aktive olan kloroplast

enzimlerini inaktive eder (Shimizaki ve Suguhara, 1980; Tanaka ve ark., 1982; Covello
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ve ark., 1989). Eger 151k varliginda siilfit siilfata donerse siiperoksit olusturulur (Asada,
1980).
1.7.2. Herbisitler

Paraquat gibi bipyridium herbisitler 151k varliginda dogrudan oksijen
radikallerini olustururlar, 6zellikle PSI’de sliperoksit olustururlar.

Diuron ve Norflurazon ise sirasiyla elektron taginimini ve karotenoid
biyosentezini engellerler. Normal sartlardaki singlet oksijen miktarindan ileri gelen
etkileri bastirma olasi iken bdyle herbisitlerin bulunusu singlet oksijenin biiyiik
miktarlarda liretimine dolayli olarak sebep olur ve singlet oksijen seviyelerinin artmasi
ile sonuglanir (Salin,1988).

1.7.3. Metaller:

Bakir ve kadmiyum gibi metal iyonlar oksidatif strese neden olabilir. Bakir
iyonlar1 CAT seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir (Streb ve ark., 1993) ve bunun
sonucunda hidrojen peroksit artar. Metaller ayrica ¢ok fazla yikici etkiye sahip hidroksil
radikalini olusturan fenton reaksiyonunu katalizler (Elstner ve ark., 1988).

1.7.4. Fotosentezi etkileyen toksinler:

Bu toksinler bitkileri 1s18a daha duyarli yaparlar ve bdylece bitkilerde
fotooksidatif stresi harekete gecirirler. Buna Ornek olarak bir fungal toksin olan
cercosporinin etkisi gosterilebilir. Cercosporin; lipid peroksidasyona ve membran
yapisinin degismesine neden olan singlet oksijen iiretimini arttirir ve en sonunda iyon
sizintis1 ortaya ¢ikar (Daub, 1982; Daub ve Briggs, 1983).

Genel olarak g¢evresel stresler antioksidant yolunun aktivitesindeki bir artis ile
desteklenir. Fotooksidatif stres SOD, GR, AsPOD (Askorbat peroksidaz) aktivitelerini
azaltir veya arttirir, Glutasyon, Askorbat ve oc-tokoferol seviyelerinde sadece artiga
neden olur. Stres hormonu olan etilen SOD ve AsPOD aktivitelerini arttirir (Mehlhorn,
1990). Stres yanitlarinin yogunlugu; koruma ig¢in stresle artan hiicresel degisimlerin
genel bir yol olabilecegine isaret etmektedir. Antioksidant yollarin aktivitesindeki artisin
sadece enzim miktarindaki artiglarla iligkili olmadigi, aym1 zamanda enzimlerin
duyarliliginda ki artislarla da iliskili oldugu bulunmustur. Stres kosullar1 farkli
substratlara duyarli farkli izoformlarin iiretimine neden olur (Matters ve Scandalios
1986; Scandalios 1993; Durumm-Herrel ve ark.,1989;Edwards ve ark.,1994). SOD 6 ,
CAT 3, AsPOD 3 ve GR ise 6 izozime sahiptir. Farkli duyarliliklara sahip farkli
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izoformlarin seviyelerinin uyumlarinin diizenlenmesi antioksidant savunma sisteminin
hareketleri i¢in ¢ok 6nemli bir strateji olabilir.

ROT, aerobik organizmalar1 buraya kadar bahsedilen oksidatif zarara kars
fizyolojik miicadeleye zorlamaktadir. Tiim bu olaylarin meydana getirdigi karigiklik ve
beraberindeki zararli etkileri “Oksidatif Stres” olarak tanimlanmaktadir (Scandalios,
1993; Bowler ve ark., 1992). Fotosentez sliresince oksijen lireten ve solunumda bunu
kullanan, daima degisken ¢evrelerde sabit bir yasam sekline sahip bitkiler i¢in oksidatif
stresin etkileri daha biiyiik olmaktadir (Acar, 1999). Oksidatif stres, bitkilerde ozellikle
kloroplastlarda ortaya ¢ikmaktadir (Bowler ve ark., 1992).

ROT, stresli ve stressiz hiicrelerin her ikisinde de olusmaktadirlar. Bitkiler,
ROT’lerine kars1 cok iyi gelismis bir savunma sistemine sahiptirler. Bu sistem
ROT’larin  smirlandirilmast ve olusumunu i¢ine aldigi kadar bunlarin ortadan
kaldirilmasin1 da baslatmaktadir. Bununla birlikte, stres kosullarinda ROT olusumunda
artis ortaya ciktiginda savunma sistemi bunlar1 ortadan kaldirabilir. Bitkiler ROT taki
bir artisa, savunma sistemindeki enzimatik veya non-enzimatik antioksidant yollar
arttirma ile bunlar1 ortadan kaldirma seklinde yanit vermektedirler. Ancak boyle yollarin
mekanizmalarindaki belli baslt yollar ¢ok iyi anlagilamamustir. (Alscher ve ark., 2002).

Bir hiicre iginde, SOD’lar ROT’a kars1 savunmanin ilk  hattim
olusturmaktadirlar. O, bir elektron tagima zincirinin bulundugu herhangi bir yerde
tiretilmektedir ve bundan dolayr O, aktivasyonu, i¢inde mitokondriler, kloroplastlar,
mikrozomlar, glioksizomlar, peroksizomlar, apoplast ve sitosoliin bulundugu hiicrenin
farkli boliimlerinde goriilebilmektedir (Alscher ve ark., 2002).

Bugiin diinyadaki ekili arazilerin yaklagik % 20’si ve sulanan tiim arazilerin
yaklagik % 50’si tuzluluktan etkilenmektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonlar bitkilerde
iyon dengesizligine ve hiperozmotik strese neden olmaktadir. Bu ilk etkilerin
devaminda, ikincil stres olarak siklikla oksidatif zarar olur (Zhu, 2001).

Kiiltiir domatesi Lycopersicon esculentum Mill cv. M82 (Lem) ve bunun yabani
tipi olan nispeten tuza toleransli L. penellii (Cor.) D’Arcy (Lpa) 100 mM’lik tuz
stresine maruz birakildiklarinda; Lem’e zit olarak Lpa’da SOD ve CAT aktivitelerinin
artis gosterdikleri rapor edilmistir (Shalata ve ark., 2001).

Yiiksek tuz stresi, su potansiyelindeki ve iyon dagilimindaki homeostaziye engel
olur. Iyon ve su dengesindeki siddetli degisiklikler molekiiler zarara, biiyiimenin

durmasina ve hatta 6liime neden olabilmektedir. Tuz toleransinin basarilmasi igin ilk
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olarak zarar onlenmeli veya hafifletilmeli, ikinci olarak homeostatik sartlar yeni stresli
sartlarda tekrar diizenlenmeli, iigilincli olaraksa her ne kadar azalmis hizda olsa da
biliylime devam ettirilmelidir. Tuzluluk riski tasiyan bolgelerde tahillarin biiyiimesi igin
artan tuz toleransina ihtiyag duyulmaktadir. Bu ise tuz toleransimnin yeni genetik
kaynaklarina gereksinim gostermektedir (Zhu, 2001; Munns ve ark., 2002).

Ozellikle bitkilerin oksidatif strese daha fazla maruz kaldiklar1 bir gercektir. Bu
durum onlarin hareketsiz olmalarindan ve firetici 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.
Uretici  6zelliklerini saglayan fotosentez yollarinda klorofilin durumu ¢ok &nem
tagimaktadir. Tim organizmalar arasinda sadece bitkiler en fazla hiicresel O;
konsantrasyonuna sahiptirler. Yaprak hiicreleri 250 uM O, konsantrasyonuna sahipken
bu oran memeli mitokondrilerinde 0,1 pM’dir (Scandalios, 1993). Hareketsiz olmalari
ise bitkilerin c¢evresel degisimlere tepkide biyokimyasal yollar iizerinde degisiklige
gitmelerinde 6zellikle rol oynayan faktor olarak diisiiniilmelidir. Bunun igindir ki,
oksidatif stres kapsamina dahil olabilen tuz, kuraklik, iyon noksanligi vb. cevresel
stresler bitkilerin aerobik yollar1 iizerine etki gosterebilmektedir. Bitkilerde bu streslere
yanitta enzimik ve enzimik olmayan yanitlarin olmasi, onlarin boyle streslere toleransh
veya duyarli davranmalarina neden olmaktadir. Bununla birlikte onlarin toleransli veya
duyarli oluslar1 da bizlere onlarin diger genetik ve fizyolojik olaylarinda rehberlik
etmektedir. Bir gen kaynagi olarak ozellikle dogal genotipler, aerobik yasamin bu
paradoksuna direngli genotiplerin gelistirilmesinde kullanilan ana materyallerdir.

Arastirmada tuz stresine duyarlilig1 veya dayaniklilig1 bilinmeyen ve halofit bir
tir olan Hordeum marinum L. c¢alisilmistir. Bugiine degin, Hordeum marinum L.’un
SOD igerigi ¢alisiimamistir. Bu kapsamda, tuzlulukla miicadele edebilen yeni bir gen

kaynagi olma olasilig1, SOD aktivitesi temelinde belirlenmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM:
2.1. Materyal:

Tuzluluga dayanikliliklar1 bilinen iki arpa tiirii (Kiral — 97, Karatay - 97) Bahri
Dagdas MIKHAM’ dan elde edilmistir. Hordeum marinum L. ise, Agustos 2003’te
dogal yayilis gosterdigi Selguk (izmir)’dan toplanmustir.
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2.2. Bitkilerin Yetistirilmesi:

Tohumlar % 5°lik sodyum hipoklorit ile 20 dk. yiizey sterilizasyonunun ardindan
perlit iceren 180 x 160 mm.’lik plastik saksilara ekilmisler ve kismen kontrollii
kosullardaki (16 / 8 saat 151k / karanlik, 24 + 8 °C sicaklik, % 70 + 10 nem)
yetistirilmislerdir.

Bitkiler 21. giine kadar, Hoagland besin ¢ozeltisi (% 100) (Arnon ve Hoagland,
1940’a gore, Steward 1963) kullanilarak ii¢ giinde bir defa sulanmiglardir. 21. giinden
itibaren bitkilerin kontrol gruplar1 ayrilarak, digerlerine 12 giin boyunca yine ii¢ giinde
bir olmak tizere sirasiyla 50 mM, 100 mM ve 150 mM NaCl konsantrasyonlari
uygulanmustir (Sekil 2.1., 2.2., 2.3, 2.4, 2.5, 2.6).

2.3. Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi:

0,5 — 1,0 gr arasinda degisen taze yaprak materyali 0,1 M EDTA Na, iceren 3 ml
sodyum fosfat tamponunda (pH; 7,8) homojenize edilmislerdir. Homojenatlar, 4 °C’de,
13.000 rpm’de 20 dk. santrifiijlenmis ve buradan elde edilen siipernatantlar enzim ve
protein analizleri i¢in kullanilmigslardir.

2.4. SOD Aktivitesinin Belirlenmesi:

SOD aktivitesinin belirlenmesinde; 50 mM sodyum fosfat tamponu, 33 pum
Nitroblue tetrazolium, 10 mM L — metiyonin, 0,66 mM EDTA Na, ve 0,0033 mM
Riboflavin, farkli hacimlerdeki supernatantlarla 10 x 100 mm.’lik cam tiiplerde
hazirlanmistir. Reaksiyon karisimlari oda sicakliginda 300 umol sec™ 151k yogunlugunda
10 dk. isiklandirilmistir.  Olgiimler 560 nm’de  Shimadzu UV 1600 marka
spektrofotometrede gerceklestirilmistir.

Kontrol tiipiindeki (0 um supernatant) indirgenmesi % 100 kabul edilerek, diger
tiiplerdeki indirgenmeler oransal hesaplama ile saptanmistir. Ortaya ¢ikan deger, %
100°den ¢ikarilarak sonug farkli hacimlerden elde edilen diger sonuglarla elde edilmis
egriden hesaplanir. 1 birim SOD aktivitesi, 560 nm’de NBT’ nin % 50 indirgenmesine
esit olacak sekilde asagidaki formiile uygulanarak belirlenmistir (Giannopolities ve
Ries, 1977, Beauchamp ve Fridovich, 1971).

% Inhibisyon = (ABS 2 — ABS1) / (ABS 1 x 100)
ABS 2: Enzim igermeyen reaksiyonun absorbansi (kor)

ABS 1: Enzim igeren reaksiyonun (50, 100,150,200 pl supernatant) absorbansi
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Sekil 2.2. 30 giinlik Hordeum marinum L. bitkilerinin genel goriiniisii
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Sekil 2.3. 30 giinliik Kiral — 97 bitkilerinin genel goriiniisi

Sekil 2.4. Sirastyla kontrol (0 mM NacCl), 50, 100 ve 150 mM NaCl’de yetistirilen Kiral
— 97 bitkileri (33. giin sonunda)
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Sekil 2.5. Sirastyla kontrol (0 mM NacCl), 50, 100 ve 150 mM NaCl’de yetistirilen
Karatay - 97 bitkileri (33. giin sonunda)

Sekil 2.6. Sirasiyla kontrol (0 mM NaCl), 50, 100 ve 150 mM NaCl’de yetistirilen
Hordeum marinum L. bitkileri (33. giin sonunda)
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2.5. Yaprak Bagil Nem Icerigi Testi:

Test icin yapraklarin orta kismindaki 1/3’lik boliimii kesilerek yas agirliklari
(YA) tartilmis, daha sonra filtre kagitlar1 arasina yerlestirilerek 4 saat boyunca saf suda
sismeye birakilmiglardir. Siire sonunda turgida agirliklar1 (TA) dl¢iilmiistiir. Ornekler
bundan sonra 70 °C’deki etiivde 24 saat kurumaya birakilmig ve kuru agirliklar1 (KA)
belirlenmistir. Olgiim sonuglar1 asagidaki formiile uygulanarak yaprak bagil nem

ierikleri (% BNI) hesaplanmustir (Smart ve Bingham, 1974).

% BNI = (YA -KA) / (TA —-KA) x 100)

2.6. Protein Analizi:

Protein igerikleri Bradford (1974)’a gore calisilmigtir. Standart olarak Bovine
Serum Albumin (BSA) kullanilmig, BSA standardi 0,01 — 0,1 pg/ml araliginda
hazirlanmistir. Protein analiz belirteci i¢in 100 mg Coomassie Brilliant Blue 50 ml %
95’lik etil alkolde ¢ozdiiriilmiistiir. Bu karisimin tizerine 100 ml % 85°lik orto — fosforik
asit ilave edilerek karisim saf su ile 600 ml’ye tamamlanmis ve siiziilmiistiir. Siiziintiiye
100 ml % 87’lik gliserol ilave edilerek karigim 1000 ml’ye tamamlanmistir. Bu karisim
enzim analizi i¢in hazirlanan siipernatantlardaki protein 6l¢iimlerinde kullanilmistir. 100
pl stipernatant 5 ml belirtecle karistirilarak ortaya ¢ikan renk belirte¢ koriine karst 595

nm’de okunmustur.

3. BULGULAR:
3.1. Bagil Nem I¢erigi :

Bagil nem icerigi sonuclar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir. Buna gore; yaprak bagil
nem igerigi diger genotiplere kiyasla H. marinum’da genel olarak diisiik bulunmustur.
Karatay - 97 tiim genotipler igerisinde en iyi su kapasitesine sahip olarak bulunmustur.
Kiral — 97 ise diger iki genotip arasinda yer alan bir bagil nem igerigi sergilemektedir
(Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3.’de gosterilmistir).

Artan NaCl konsantrasyonu H. marinum’un su igerigini en ¢ok % 32,13 en az ise
% 24,09 diizeyinde etkilemistir. Bu durum diger genotiplerden Kiral — 97 i¢in sirastyla;
% 11,46 ve % 2,82, Karatay - 97 i¢in ise yine sirastyla; % 14,62 ve % 8.4 olmustur.
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Cizelge 3.1. Hordeum marinum L., Kiral —-97 ve Karatay - 97’in artan tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak bagil nem igerikleri.

Cesit | Konsantrasyon % BNI
(mM NaCl) | 1. Ornekleme | 2. Ornekleme | 3. Ornekleme | 4. Ornekleme
4 0 99,87 £2,85 | 79,29+2,03 | 70,91+ 3,50 | 70,70 + 10,63
; E 50 99,52 +£4,12 | 81,59+0,22 | 75,02 +10,35 | 71,18 £ 13,77
= E 100 96,35+2,33 | 81,61+4,86 | 77,50+4,26 | 72,26 +4,27
s 150 98,42 +£1,20 | 80,96 +6,32 | 72,78 +2,31 | 67,74 £ 8,56
- 0 96,35 +4,12 | 97,68+3,25 | 92,92+ 1,23 | 90,71+ 3,21
i 50 97,65 +0,25 | 88,63+235 | 85,75+1,85 | 87,65+0,68
E 100 99,99 £0,02 | 89,65+3,84 | 88,15+5,36 | 86,22 +3,36
150 96,64 +3,21 | 89,26+3,36 | 86,23 +1,47 | 8581 +2,63
- 0 98,95+1,85 | 87,60+236 | 76,88 +3,45 | 87,94+ 1,27
1 50 99,81 +2,89 | 84,73+0,75 | 77,54 +2,56 | 85,65+ 0,94
g 100 96,34 £5,21 | 88,49+222 | 81,96+0,25 | 84,33 +0,21
§ 150 98,57 +3,47 | 84,15+0,12 | 83,12+5,32 | 85,53 +2,21
Hordeum marinum L.
120
100 - %
" \,’% : —— 0 mM NaCl
‘% 60 | =) —#— 50 mM NaCl
< 100 mM NaCl
40 1 150 mM NaCl
20 -
0
1 2 3 4
Ornekleme

Sekil 3.1. Hordeum marinum L. un, tuz stresi boyunca bagil nem igerigi.
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Kiral - 97

105
100 -

o5 ’?"?/.\ —— 0 mM NaCl

Z 9 7 \\ —#— 50 mM NaCl
° -\m’ _ _n 100 mM NaCl
85 1 150 mM NaCl
80
75
1 2 3 4
Ornekleme
Sekil 3.2. Kiral - 97 nin, tuz stresi boyunca bagil nem icerigi.
Karatay - 97
120
100 { M
80 e " | |——0mMNaCl
Z —#— 50 mM NaCl
R 60 -
N 100 mM NacCl
407 150 mM NaCl
20
0
1 2 3 4
Ornekleme

Sekil 3.3. Karatay — 97 nin, tuz stresi boyunca bagil nem igerigi.

3.2. Protein icerikleri:
Tiim cesitlerin total protein sonuglar1 kontrol bitkiler ve tuz stresi uygulanmis olan
bitkilerin yapraklarindan, total SOD analizi i¢in hazirlanan supernatantlar kullanilarak

saptanmigtir. Sonuglar 0,01 — 0,1 pg/ml araliginda 5 farkli noktada (0,01, 0,02, 0,04,
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0,08 ve 0,1 pg/ml) hazirlanan BSA standardina gore (Sekil 3.4) hesaplanmis ve yas

agirlikta mg protein olarak verilmistir (Cizelge 3.2).

(595 nm)

Absorbans

BSA Standardi

¢ Ortalama Absorbans

Dogrusal (Ortalama
Absorbans)

0,7
0,6 - /
0,5 o,
04 | /
0,3 *
0.2 y = 0,0706x "%
0.1 - R?=0,988
0 ‘ ‘
0 2 4 6
Protein ug /ml

Sekil 3.4. BSA Standart Grafigi

Cizelge 3.2. Arastirilan arpa (Hordeum spp. L.) ¢esitlerinin protein igeriklerinde zaman
bagli olarak artan tuz konsantrasyonlarindaki protein igerikleri (mg

protein / g YA).
Cesit | Konsantrasyon | 1. Ornekleme | 2. Ornekleme | 3. Ornekleme | 4. Ornekleme
( mM NaCl)
£ 0 0,0010 = 0,0002 0,0029 + 0,0005 0,0046 + 0,0003 0,0063 + 0,0009
'é 5 50 0,0012 + 0,0006 0,0020 £+ 0,0001 0,0041 £+ 0,0008 0,0098 + 0,0015
E: 100 0,0009 + 0,0002 0,0021 + 0,0003 0,0063 + 0,0006 0,0070 + 0,0021
= 150 0,0012 + 0,0003 0,0036 +0,00006 0,0057 +£0,0011 0,0071 +0,0011
- 0 0,0021 + 0,0001 0,0042 +0,0013 0,0113 +0,0024 0,0121 +0,0003
< 50 0,0024 + 0,0012 0,0072 + 0,0017 0,0152 +0,0016 0,0104 + 0,0026
£ 100 0,0017 + 0,0006 0,0091 + 0,0021 0,0175 £+ 0,0009 0,0169 +0,0017
= 150 0,0023 + 0,0003 0,0101 + 0,0006 0,0116 +0,0014 0,0103 + 0,0008
= 0 0,0021 £0,0008 | 0,0051+0,0003 | 0,0128+0,0021 | 0,0157+0,0016
E’ 50 0,0024 + 0,0007 0,0076 + 0,0014 0,0179+0,0017 | 0,0231 £0,0027
§ 100 0,0017 + 0,0003 0,0106 = 0,0019 0,0183 = 0,0028 0,0214 + 0,0034
M 150 0,0023 + 0,0004 0,0099 + 0,0015 0,0216 +£0,0016 | 0,0186 +0,0026
Hordeum marinum L.’da, kontrol bitkilerin toplam protein igerigi ilk

orneklemede (24.giin) 0,0010,

ikinci

orneklemede (27. giin) 0,0029,

uclnci

orneklemede (30. giin) 0,0046 ve dordiincii 6rneklemede (33.glin) ise 0,0063 mg olarak

belirlenmistir. 50 mM NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan Hordeum marinum L.
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bitkilerinde bu degerler sirasiyla 0,0012, 0,0020, 0,0048, 0,0098 mg, 100 mM NacCl
konsantrasyonuna maruz birakilanlarda sirasiyla 0,0009, 0,0021, 0,0063, 0,0070 mg,
150 mM NaCl konsantrasyonuna maruz kalanlarda ise yine sirastyla 0,0012, 0,0036,
0,0057, 0,0071 mg olarak saptanmistir (Sekil 3.5).

Hordeum marinum L.'nin degisen tuz konsantrasyonlan
ile farkh 6rmekleme giinlerindeki toplam protein i¢cerikleri

0,012
B
; 0,062; | / —e—0mM NaCl
> 0,006 - ; —m— 50 mM NaCl
2 oo =
£ 150 mM NaCl
£ 0002 /
0 ‘
1 2 3 4
Ornekle me

Sekil 3.5. Hordeum marinum L.’da NaCl uygulamalartyla toplam protein miktarinda
ortaya ¢ikan degisimler

Kiral — 97’de saptanan toplam protein igerikleri ise kontrol bitkilerde ilk
orneklemede (24.giin) 0,0021, ikinci Orneklemede (27. giin) 0,0042, igiinci
orneklemede (30. giin) 0,0113 ve dordiincii 6rneklemede (33.giin) ise 0,0121 mg olarak
belirlenmistir. 50 mM NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan Kiral —97 bitkilerinde
bu degerler sirasiyla 0,0024, 0,0072, 0,0152, 0,0104 mg, 100 mM NaCl
konsantrasyonuna maruz birakilanlarda sirasiyla 0,0017, 0,0091, 0,0175, 0,0169 mg,
150 mM NaCl konsantrasyonuna maruz kalanlarda ise yine sirastyla 0,0023, 0,0101,
0,0116, 0,0103 mg olarak bulunmustur (Sekil 3.6)

Karatay - 97°de, kontrol bitkilerin toplam protein icerigi ilk O6rneklemede
(24.gtlin) 0,0021, ikinci 6rneklemede (27. giin) 0,0051, tgilincii 6rneklemede (30. giin)
0,0128 ve dordiincii 6rneklemede (33.giin) ise 0,0157 mg olarak belirlenmistir. 50 mM
NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan Karatay - 97 bitkilerinde bu degerler sirasiyla
0,0024, 0,0076, 0,0179, 0,0231 mg, 100 mM NaCl konsantrasyonuna maruz
birakilanlarda sirasiyla 0,0017, 0,0106, 0,0183, 0,0214 mg, 150 mM NaCl
konsantrasyonuna maruz kalanlarda ise yine sirasiyla 0,0023, 0,0099, 0,0216, 0,0186
mg olarak belirlenmistir (Sekil 3.7)
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Kiral -97'nin degisen tuz konsantrasyonlari ile farkh
ornekleme giinlerindeki toplam protein icerikleri

0,02
F
:ﬂ 0,015 —— 0 mM NaCl
>-' o
- 001 = —— 50 mM NaCl
bt 100 mM NaCl
€ 0,005 | 150 mM NaCl
£ =

0
1 2 3 4
Ornekleme

Sekil 3.6. Kiral — 97°de NaCl uygulamalariyla toplam protein miktarinda ortaya ¢ikan

degisimler

Karatay- 97'nin degisen tuz konsantrasyonlari ile farkh
ornekleme giinlerindeki toplam protein icerikleri

0,025
ob /.
; 0,02 1 v~ —— 0 mM NaCl
>~ 0,015 1 //:/’ —#— 50 mM NaCl
T:? 0,01 100 mM NaCl
'«g 0,005 | / 150 mM NaCl
~ =
0
1 2 3 4
Ornekleme

Sekil 3.7. Karatay - 97°de NaCl uygulamalariyla toplam protein miktarinda ortaya ¢ikan
degisimler
3.3. SOD Aktiviteleri:

Kontrolde ve farkli tuz konsantrasyonlarinda arastirilan arpa genotiplerinde ortaya
¢ikan toplam SOD aktiviteleri Cizelge 3.3’te verilmistir.

Hordeum marinum L.’da, kontrol bitkilerin toplam SOD igerigi ilk 6rneklemede
(24.glin) 495,2, ikinci orneklemede (27. giin) 524,3, iicilincli 6rneklemede (30. giin)
504,6 ve dordiincii 6rneklemede (33.giin) ise 516,7 Unit/ g YA olarak belirlenmistir. 50
mM NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan Hordeum marinum L. bitkilerinde bu
degerler sirasiyla 488,6, 514,1, 497,6, 504,8 Unit/ g YA, 100 mM NacCl
konsantrasyonuna maruz birakilanlarda sirasiyla 508,4, 539,6, 524,3, 519,2 Unit/ g YA,
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150 mM NaCl konsantrasyonuna maruz kalanlarda ise yine sirasiyla 501,7, 588,3,

516,9, 561,4 Unit/ g YA olarak saptanmistir (Sekil 3.8).

Cizelge 3.3. Arastirilan arpa (Hordeum spp. L.) gesitlerinin zamana bagli olarak, artan

tuz konsantrasyonlarinda toplam SOD igerikleri (Unit SOD / g YA).

Cesit | Konsantrasyon | 1. Ornekleme | 2. Ornekleme | 3. Ornekleme | 4. Ornekleme
( mM NaCl)
£ 0 495,2 + 56,4 524,3 + 84,5 504,6 + 39,8 516,7 £ 33,7
'é 5 50 488,6 + 88,3 514,1+ 65,7 4976 £101,4 | 504,8 £ 64,6
E: 100 508.4 + 52,7 539,6 + 28,6 524,3 + 74,6 519,2 + 28,9
= 150 501.7+67.1 | 5883+493 | 5169+548 | 5614=415
- 0 547.2+42,6 716,5+113,8 |601,4+91,8 616,5 1227
2 50 593,6 + 95,3 628,3+654 | 594,9+107,8 | 568,7+254
5 100 565.1 £47,5 645,8+112,9 585,6 + 66,7 502,3 +£39,6
150 609,5 + 154,3 651,2 + 56,1 606,7 + 58,4 587,6 + 74,1
5 0 62171045 | 701.6+294 | 7158=127 | 7134+559
oy 50 6354+ 121,5 599.3 +104,2 603,8 £+ 63,7 | 607,5+ 151,8
§ 100 611,8+ 78,6 601,7 £ 96,4 594,6 + 58,6 601,8 + 69,7
= 150 629, 6 +51,2 562,8£42,6 581,9+ 20,6 618,6 £45,8

Kiral — 97’de saptanan toplam SOD igerikleri ise kontrol bitkilerde ilk
orneklemede (24.giin) 547,2, ikinci 6rneklemede (27. giin) 716,5, iiclincli 6rneklemede
(30. giin) 601,4 ve dordiincii 6rneklemede (33.glin) ise 616,5 Unit/ g YA olarak
belirlenmistir. 50 mM NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan Kiral —97 bitkilerinde
bu degerler sirasiyla 593,6, 628,3, 594,9, 568,7 mg, 100 mM NaCl konsantrasyonuna
maruz birakilanlarda sirasiyla 565,1, 645,8, 585,6, 502,3 Unit/ g YA, 150 mM NaCl
konsantrasyonuna maruz kalanlarda ise yine sirasiyla 609,5, 651,2, 606,7, 587,6 mg
olarak bulunmustur (Sekil 3.9).

Karatay - 97°de, kontrol bitkilerin toplam SOD igerigi ilk 6rneklemede (24.giin)
621,7, ikinci 6rneklemede (27. giin) 701,6, iiclincii 6rneklemede (30. giin) 715,8 ve
dordiincti 6rneklemede (33.giin) ise 713,4 Unit/ g YA olarak belirlenmistir. 50 mM
NaCl konsantrasyonuna maruz birakilan Karatay - 97 bitkilerinde bu degerler sirasiyla
635,4, 599,3, 603,8, 607,5 Unit/ g YA, 100 mM NaCl konsantrasyonuna maruz
birakilanlarda sirasiyla 611,8, 601,7, 594,6, 6014,8 Unit/ g YA, 150 mM NacCl
konsantrasyonuna maruz kalanlarda ise yine sirasiyla 629,6, 562,8, 581,9, 618,6 Unit/ g
Y A olarak saptanmistir (Sekil 3.10).
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Hordeum marinum L.'un degisen tuz konsantrasyonlan
ile farkh 6rnekleme giinlerindeki toplam protein icerikleri

s 700
2 600 _ _
E 500 — [0 mM NaCl
2 2 400 | M 50 mM NaCl
a >
Q & 300 | 0100 mM NaCl
E 200 ] | 0150 mM NaCl
= 100 |
(=]
= 0

1 2 3 4

Ornekleme

Sekil 3.8. Hordeum marinum L.’da farkli NaCl uygulamalariyla toplam SOD miktarinda

ortaya ¢ikan degisimler

Kiral -97'nin degisen tuz konsantrasyonlari ile farkh
ornekleme giinlerindeki toplam SOD icerikleri

800
700 ]

600 - 00 mM NaCl
500 1 B 50 mM NaCl
400 -

200 - 0150 mM NaCl

100 -

Toplam SOD (Unit SOD /
gr YA)

1 2 3 4

Ornekleme

Sekil 3.9. Kiral — 97°de farkli NaCl uygulamalariyla toplam SOD miktarinda ortaya

c¢ikan degisimler
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Karatay -97'nin degisen tuz konsantrasyonlari ile farkh
ornekleme giinlerindeki toplam SOD icerikleri

800
700 -

600 |1 m 1 [@0 mM NaCl
g 288 T O | |m50 mM NaCl

200 - 0150 mM NaCl
100 — —

Toplpam SOD (Unit SOD/

1 2 3 4

Ornekleme

Sekil 3.10. Karatay - 97°de farkl1 NaCl uygulamalariyla toplam SOD miktarinda ortaya

¢ikan degisimler

4. SONUCLAR VE TARTISMA:

Bagil nem igerigi sonuglarina bakildiginda, diger iki genotipe kiyasla Karatay -
97 kiiltivar1 en iyi su kapasitesine sahip goriinmektedir. Bununla birlikte Hordeum
marinum L.’un son drnekleme giiniinde diger iki genotipe kiyasla genelde en diisiik nem
icerigine sahip oldugu saptanmustir.

Protein igeriklerine bakildiginda ise; H. marinum L.’un deneme sonunda
kontrolde 6 katlik bir artisa sahipken bu durum 50 mM NaCl’de protein igerigi
yaklagik 9 kat, 100 ve 150 mM NaCl’de ise yaklasik 7 kat artmistir. Kiral — 97 i¢in bu
durum, kontrolde 6 kat, 50 mM NaCl’de 5 kat, 100 mM NaCl’de 10 kat, 150 mM
NaCl’de ise 5 kat artis gostermistir. Karatay — 97°de ise deneme sonunda kontrolde 7
kat, 50 ve 100 mM NaCl’de 12 kat, 150 mM NaCl’de ise 8 kat artis belirlenmistir

Toplam SOD aktivitelerinde ise, H. marinum L.’da deneme sonunda kontrolde
ve NaCl uygulamalarinda anlamli bir artis saptanmamustir. Bu durum Kiral -97 ve
Karatay — 97 i¢in de benzer sekildedir.

Cevresel stresler en biiylik etkilerini, bitkilerin dliimiinden ¢ok onlarin biiyiime
ve biyomas birikimleri iizerine gostermektedirler. Tuzluluga maruz kalmig Halimione
portulacoides yapraklarindaki katalaz ve peroksidaz aktivitelerini arastiran Kalir ve ark.
(1984), 0 — 2,0 M arasinda degisen NaCl konsantrasyonlar1 sonucunda artan peroksidaz

aktivitesine karsilik, azalan katalaz aktivitelerini saptamislardir.
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Sreenivasulu ve ark. (2000), farkli tuz konsantrasyonlarina tuza toleransh (cv.
Prasad) ve tuza duyarli (cv. Lepakshi) Setaria italica (Akdari) bitkisinin antioksidant
kapasitesini incelemislerdir. Buna gore; toplam SOD ve askorbat peroksidaz (AsPOD)
aktivitesi tuz stresine maruz kalan tuza duyarl kiiltivarda belirgin sekilde azaliyorken,
tuz stresi kosullarindaki tuza toleransh kiiltivarda ise arttig1 bulunmustur.

Ayrica tuza duyarhi bezelye bitkisi (Pisum sativum L.) yapraklarinda,
mitokondride Mn SOD ve Cu/Zn SOD seviyelerinde anlamli artiglar bulunmustur
(Hernandez ve ark., 1993).

Artmayan SOD aktiviteleri, Kalir ve ark. (1984)’nin POD aktivitelerinde
karsilastiklar1 sonuglar ile benzerdir. Her ii¢ genotipin toplam protein igeriklerindeki
artiglara ragmen SOD aktivitelerinde bu artisa paralel artislarin bulunmayisi, tuz
stresiyle yaratilan oksidatif strese karsi yanitta SOD’dan baska enzimik veya non-
enzimik yollarin kullanildigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, Sreenivasulu ve ark.
(2000)’nmin tuza duyarh kiiltivarlarda karsilagtiklar1 azalan toplam SOD sonuglari ile
paralellik gostermektedir. Ancak, tuza dayanikl kiiltivarlar olarak bilinen Kiral —97 ve
Karatay — 97°de SOD aktivitesindeki istatistiksel olarak anlamli artislarin bulunmayisi
tuza toleransin SOD ile dogrudan ilgili olmadigina isaret etmektedir. Tuza duyarliligin,
Pisum sativum L.’un yaprak mitokondrilerinde neden oldugu artisin, arastirilan arpa
genotiplerinde, toplam proteindeki artisa ragmen belirlenememis olmast diger
antioksidant savunma yollarini akla getirmektedir.

Tuz ve su streslerine bitki yanitlari ¢ogunlukla geneldir. Tuzluluk bitkinin su
alma yetenegini azaltir, bu ise hizla biiylimede azalmaya neden olur. Kok biiylimesinde
i¢csel indirgenme koklerden iiretilen hormonal sinyallerden dolayidir. Biiyiime {izerine
dogrudan tuza-6zel bir etki s6z konusudur. Bitkiye giren tuz aslinda transpirasyon
yapan yagh yapraklarda toksik seviyeleri yiikselterek, gelismemis yasliliga sebep olur ve
bliylimeyle beslenemeyen bitkide, bitkinin fotosentetik yaprak alaninmi azaltir. Tuza
toleransh bitkiler tuza duyarl olanlardan farkli olarak diisiik oranda da olsa yapraklara
Na" ve CI tagmimina sahiptir. Aym zamanda tuza toleransh bitkiler bu iyonlar
vakuollerde boliimlendirilmekte ve bdylece sitoplazma veya hiicre duvarinda bu
iyonlarin birikimi dnlemekte ve sonucta tuz toksisitesinden sakinma basarilmaktadirlar.
Bu prosesler, ozmotik stres toleransindan farkli olarak tuz toleransini saglamaktadirlar.

Belli genler de tuzun membranlardan tasinimini kontrol etmektedir (Munns, 2002).
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Aragtirma sonuglarimiza gore, buraya kadar elde edilen bilgiler, tuza karsi
dayaniklilig1 bilinen Kiral =97 ve Karatay —97 ile bir halofit olan ve tuza dogal olarak
toleranst  bulunan Hordeum marinum L.’un, tolerans veya dayaniklilik
mekanizmalarinda SOD’dan baska enzimik veya enzimik olmayan diger antioksidant
savunmalarin c¢alistigin1 disiindiirmektedir. Bu baglamda, toplam protein igeriginde
saptanan artiglarin bu nedenle oldugu da diisiiniilebilir. Tiim bu nedenlerden dolayz,
SOD tek basina tuz stresi ile iligkili antioksidant savunmada kesin bir kriter olarak
kullanigh degildir. Bu amagla, ayn1 genotipler iizerine tuz stresi etkisiyle GR, AP ve
diger antioksidatif enzimlerin aktivitelerinin ¢alisilmast yerinde olacak ve anlamli

sonuglara ulasilmasini saglayacaktir.
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5.0ZET

Hordeum marinum L’DA TUZ STRESINE BAGLI OLARAK SUPEROKSIT
DISMUTAZ (EC 1.15.1.1) AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Bu arastirmada, tuzluluga dayanikli oldugu bilinen iki arpa cesidi (Kiral —97 ve
Karatay — 97) ve duyarli veya dayanikliligi bilinmeyen ancak dogal yayilisa sahip bir
halofit olan Hordeum marinum L.’da Siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)
aktiviteleri arastirilmistir.

Tuz stresinin olusturulmasinda sirasiyla, 50, 100, 150 mM NaCl ve 0 mM NaCl
(kontrol) konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Ayrica, tuz stresine bagli olarak bagil nem
icerigi de tespit edilmistir.

Tiim denemeler sonunda, zamana bagli olarak toplam protein igerikleri her ii¢
genotipte artarken, artan tuz konsantrasyonlar1 buna paralel bulunmamistir. Toplam
SOD aktivitelerinign her {i¢ genotipte de anlamli bir artiga sahip olmadig1 saptanmaigtir.

Degismeyen SOD aktiviteleri, Kalir ve ark. (1984)’nin POD aktivitelerinde elde
ettikleri sonuclar ile benzerdir. Her {i¢ genotipin toplam protein igeriklerindeki artiglara
ragmen toplam SOD aktivitelerindeki artis buna paralel deglidir. Bu ise tuz stresiyle
yaratilan oksidatif strese karsi yanitta Bununla birlikte, sonuglarimiza paralel olarak
Sreenivasulu ve ark. (2000)’nin tuza duyarli Setaria italica kiiltivarlarinda azalan
toplam SOD aktiviteleri elde etmislerdir.

Arastirmadan elde edilen sonuglara gore; Hordeum marinum L.’da bulunmasi
olas1 antioksidatif yolda islevsel oldugu bilinen diger enzimik ve enzimik olmayan
antioksidantlarin da arastirilmasi gereklidir. Tuzluluga dayaniklilikta, her i¢ genotip i¢in

de SOD aktiviteleri tek basina bir kriter olarak kullanisl degildir.
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6. SUMMARY

THE DETERMINATION OF SUPEROXIDE DISMUTASE (EC 1.15.1.1)
ACTIVITY DEPEND ON SALT STRESS IN Hordeum marinum L

In this investigation, two cultivated barleys (Kiral -97 and Karatay — 97) which
are known as a salt resistant and with Hordeum marinum L. that is unknown as resistant
or sensitive as a halophyte plant which has a natural spread, are investigated for
superoxide dismutase activities (SOD; EC 1.15.1.1) .

Forming salt stress, respectively 50, 100, 150 mM NaCl concentrations and 0
mM NacCl (as a control) were used to form salt stress.

At the end of the all experiments, total protein amount wasn’t founded parallel
with increasing salt concentrations while the total protein amount, which depend on time
course in every three genotype increased. A significant increasing wasn’t found at total
SOD activities in every three genoype.

Unchangable SOD activities are similar to the results of POD activities that were
obtained by Kalir et al. (1984). Although the increasing of total SOD activities were not
parallel with the increasing of total protein content in every three genotype. This was
also thought as a response against oxidative stress, which was obtained by the salinity
stress, using enzyme or non-enzyme pathways. Nevertheless, our results were parallel
with Sreenivasulu et al. (2000) who obtained the same decreasing total SOD activities
in salt sensitive Setaria italica cultivars

According to the obtained results, research is required for researching other
enzymic and non-enzymic antioxidants, that is probably present antioxidative ways in
Hordeum marinum L.. Resistance in salinity, SOD activities are not available for only as

a criteria for every three genotype.
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