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OZET

Dehidroabietik asit R=COOH (DHA), bitkilerde biyotik stres altinda sistemik direng
mekanizmasinda rol alan diterpen resin asididir. Ancak, literatiirde tuzluluk altinda nasil
calistigina dair herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Bu ¢alismada, soya (Glycine max L.)
yapraklarinda tuz stresi (200 mM) NaCl) altinda DHA’nin olas1 sinyal iletim rolii tespit
edilmistir. Fizyolojik parametreler, klorofil miktari, prolin miktari, lipit peroksidasyon tirtinii
(MDA), hidrojen peroksit miktar1 (H20>), stiperoksit radikali (O.*") ve hidroksil radikali (OH®)
savunma kapasitesi, antioksidan enzimler (SOD, POX, APX, GST) ve GmWRKY-71 gen
ifadeleri stres uygulamasinin 6. 12. ve 24. saatlerinde tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, 6n
DHA uygulamasinin tuz stresinin olusturdugu hasar1 azalttigi, klorofil ve yaprak alanim
degerlerini iyilestirdigi, bagil elektrik iletkenligi ve prolin seviyelerini diizenledigi, ROT
savurma kapasitesini arttirdig1 ve oksidatif hasar1 indirgedigi yoniindedir. Ek olarak, 6n DHA
altinda yapilan tuz uygulamasi ile GmWRKY-71 gen ifadelerindeki degisimler dikkat ¢ekicidir.
Sonug olarak bu ¢alismada, DHA’nin hem ROT inhibe edici olarak davranabildigi ve soya
yapraklarinda tuz toleransimi arttirmada sinyal molekiil olarak olarak gorev alabildigi ortaya

konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Dehidroabietik asit, Soya, ROT, WRKY-71, Tuz stresi



ABSTRACT

Dehydroabietic acid R=COOH (DHA), natural occuring diterpene resin acid is an activator of
systemic acquired resistance (SAR) under biotic stress. However, there is no report how it
works under salinity. In the present study, we determined the effects of DHA on salinity and
it’s possible role as a signal transmitter on soybean (Glycine max L.) leaves under salt treatment
(200 mM NacCl) Furthermore physiological parameters, chlorophyll content, proline content,
lipid peroxidation product malondialdehyde (MDA), hydrogen peroxide (H.O2) content,
superoxide radical (O2*) and hydroxyl radical (OH®) scavenge capacity, antioxidant enzymes
(SOD, POX, APX and GST) and GmWRKY-71 gene expressions were investigated in treated
plants at 6 h, 12 h and 24 h. The results obtained that pretreatment of DHA caused a reduction
in salt induced damage, improvement in biomass yield, water status, chlorophyll and leaf area,
regulation proline level and relative electrolyte leakage, an increased reactive oxygen species
scavenging capacity and thus alleviation in oxidative damage. In addition to this, the changes
in GmWRKY-71 gene expressions were remarkable in soybean plants under salinity.
Collectively, this results showed that DHA can behaviour as a ROS inhibitor or a signal

molecule in increasing salt tolerance in soybean leaves under salinity.

Keywords: Dehydroabietic acid, soybean, ROS, WRKY-71, salt stress
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1. GIRIS

Terpenler bitkilerde bulunan sekonder metabolitlerin en biiylik grubunu olusturur (Yazaki ve
ark., 2017). Terpenler (terpenoitler veya izoprenoitler)’in alt gruplarindan biri olan diterpenler,
bitki biiyiime ve gelismesinde belirgin bir role sahiptirler (Croteau ve ark. 2000; Zi ve ark.
2014). Son yillarda yapilan aragtirmalarda, bitkilerde sistemik direng mekanizmasinin (SAR)
hareketli sinyal molekull (Chaturvedi ve ark., 2012) olan dehidroabietinalin (DA) de, bir
diterpen oldugu one siiriilmiistiir (Tholl, 2006). Dehidroabietinalden tlrevlenen diterpen
ailesine ait asitlerden bir digeri de dehidroabietik asittir. Dehidroabietik asit, R= COOH (DHA)

dogal olarak olusan re¢ine asididir (Gonzalez ve ark. 2010) .

Bitkiler, yasamsal faaliyetlerini, iireme ve gelisme yeteneklerini kisitlayict birden ¢ok olumsuz
kosula maruz kalirlar. Bulunduklar1 ortamlarda belli araliklarla veya strekli meydana gelen
tuzluluk, bitki yasamini tehtid eden en onemli abiyotik stres etmenlerinden biridir. Tuzluluk,
sadece ¢imlenme ve bitki biiyiimesini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda verimi azaltir ve
verimle iligkili parametreleri de olumsuz etkilemektedir (Reddy ve ark., 2017; Stavridou ve
ark., 2017).

Tuz stresi, fizyolojik diizeyde ozmotik ve iyonik strese neden olmaktadir. Tuzlu bir ortamda,
bitkilerin ozmotik stres nedeniyle su alamamalari, dehidrasyon stresine, stoma iletkenligi ve
fotosentetik enzimlerin isleyisinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu farkl: tepkiler tuzluluktan
etkilenen bitkilerde iyonik toksisiteye ve besin dengesizligine yol agmaktadir (Hasanuzzaman
ve ark., 2018) Iyon toksisitesi ve ozmotik stres, oksidatif strese ve bir dizi ikincil strese neden
olabilen birincil streslerdir (Liang ve ark., 2018) (Sekil 1.1). Bu fizyolojik degisiklikler, protein
oksidasyonu ve lipitlerin peroksidasyonu yoluyla hiicre zarlarina ve diger hiicresel bilesenlere
ciddi sekilde zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1 liretilmesine neden olmaktadir.
Bu nedenle, tuzdan kaynakli meydana gelen oksidatif stresin bitkilerde olumsuz etkileri vardir

(Hasanuzzaman ve ark., 2013).
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Sekil 1.1. Bitkilerde tuz kaynakli stresin sonuglar1 (Hasanuzzaman ve ark., 2018)

Bitkiler, tuz stresi ile meydana getirilen ROT’den hiicreyi korumak i¢in enzimatik (siiperoksit
dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (KAT), glutatyon rediktaz (GR),
peroksidaz (POD), monodehidroaskorbat rediuktaz (MDAR), dehidroaskorbat rediktaz
(DHAR) ve glutatyon peroksidaz (GPX) ) ve enzimatik olmayan (askorbat, glutatyon (GSH),
a-tokoferol, karotenoid ve fenolik bilesikler) (Mittler ve ark., 2004), antioksidanlarin yani sira
bircok gen ailesini kullanmaktadirlar. Bugiine kadar, bir¢ok bitkide cok sayida strese duyarl
gen tanimlanmistir. Bu genler genellikle iki tipte siniflandirilir (Shinozaki ve ark,
2003). Bunlardan biri, hiicreleri dogrudan strese karsi korumak i¢in islev goren detoksifikasyon
enzimi, su kanali, ge¢c embriyogenez bol (LEA) proteini gibi 6nemli enzimleri ve metabolik
proteinleri (fonksiyonel proteinler) kodlayan fonksiyonel genlerdir. Digerleri ise transkripsiyon
faktorleri (TF'ler) ve stres yanitindaki sinyal ve gen ifadesini diizenleyen protein kinazlari
igeren ¢esitli proteinleri kodlayan diizenleyici genlerdir. Sinyal iletme islemlerinde, TF'ler, stres
sinyali algisinin strese cevap veren gen ifadesinin doniistiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Sinyal yanitindaki bir¢ok genin yani sira en dnemli genlerden biri WRKY transkripsiyon
faktoru ailesidir. Soya bitkisinde tuz toleransi ile islevselligi bildirilen 64 WRKY gen dizisi tuz
stresine yanit vermistir (Zhou ve ark. 2008). Ancak bu say1 toplam WRKY genlerinin sadece

yaklasik ticte birini temsil etmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, tuz stresi altindaki
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soya bitkisi yapraklarinda 188 WRKY geninin 66’simnin transkripsiyonel olarak diizenlendigi
ancak tek inaktif genin WRKY-71 oldugu tespit edilmistir (Yu ve ark., 2016)

Bu nedenle ¢alismamizda, 3 giin siire ile 12 saatte bir 6n (3,3 mM) DHA uygulamasi yapilan
soya bitkisi (Glycine max L.) SA-88 yapraklari, 200 mM NaCl konsantrasyonuna maruz
birakilmigtir. Literatiirde DHA nin abiyotik stres kosullar altindaki etkilerinin (reaktif oksijen
tirlerinin olugmasi veya siipiiriillmesi, antioksidan enzimlerinin uyarilmasi, transkripsiyon
faktorlerinin etkinlestirilmesi) tespitine iliskin bilgiye rastlanmamistir. Bu nedenle elde edilen
sonuglar, hareketli sinyal molekiili olan DHA’nin, tuzluluk ile tetiklenen savunma
mekanizmalar1 arasindaki iligskisinin ortaya konulmasi ve 6zellikle reaktif oksijen tirleri ile
etkilesiminin aydinlatilmasinin ilk kez rapor edilmesi agisindan son derece dnemlidir. Ayrica
soya bitkisinde ilk defa dehidroabietik asit (DHA)’in ROT ve tuzlukta inaktif olan tek WRKY71

geni arasindaki etkilesiminin tespit edilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Bitkiler, cogu zaman elverissiz veya biyotik ve abiyotik strese bagli siirekli degisen ortamlarda
yasarlar. Abiyotik streslerden biri olan tuzluluk bitkilerin cografi dagilisini etkileyen en 6nemli
cevresel faktordir (Zhu 2016). Dogadaki bitkilerin sayisi, tarimdaki bitki verimliligini
siirlandirir ve gida gilivenligini tehdit eder. Tuz stresi, hiicreler iizerinde hem ozmotik hem de
iyonik veya iyon toksisitesi olarak bilinen birincil etkilere neden olmaktadir (Liang ve ark.,
2018). Tuz stresinin ikincil etkileri ise oksidatif strese, proteinlere, membran lipidleri
ve nukleik asitler gibi hiicresel bilesenlerin zarar goérmesine ve metabolik fonksiyon
bozukluguna sebep olmaktadir (Yang ve Guo 2018). Tuz stresi, bitki hicrelerinde ROT sinyal
iletimini ve tepkileri tetikler (Sekil 2.1). ROT’lar tekli oksijen (O2), stiperoksit molekiliu (0.*),
hidrojen peroksit (H20,), hidroksil radikali ve (OH®) perhidroksil radikali (HO2) gibi
molekdillerdir. Bu molekuller O2’nin H20 olusturmak igin enerji veya elektron transferinin

gerceklestirdigi indirgenme reaksiyonlarinin ara iriinleridir (Apel ve Hirt, 2004).
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Sekil 2.1. Tuz stresinin ROT sinyallemesi (Yang ve Guo 2018)

ROT’lar stiperoksitdismutaz (SOD), askorbatperoksidaz (APX), katalaz (CAT), glutatyon S
tranferaz (GST), peroksidaz (POX), glutatyonperoksidaz (GPX) ve peroksitoksin (PRX) ve
ayrica askorbik asit ve glutatyon (GSH) gibi ¢ok sayida detoksifiye edici antioksidanlar
tarafindan yok edilir (Choudhury ve ark ., 2017; Mittler ve ark., 2004). SOD, O2°*”’i hizla H20;
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ve O2’ye doniistirmektedir (Demidchik, 2015). KAT ile gesitli peroksidazlar, HoO2’nin
pargalanmasini katalizlemektedir (Parida ve Das, 2005). Askorbat-glutatyon dongusinin ilk
adiminda askorbatperoksidaz (APX) enzimi, elektron vericisi olarak askorbati1 kullanarak H20>
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir (Foyer ve Noctor, 2018). indirgenmis glutatyon (GSH),
yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG) olusturan askorbat havuzunun olusumundan sorumludur.
NADPH’a bagli GSSG indirgenmesi, sitoplazma, kloroplast ve mitokondrilerde bulunan GR
enzimi ile katalizlenmektedir. GR, Halliwell-Asada yolunun son adimini katalizleme,
Kloroplastlardaki CO2 tutucu enzimlerin aktivasyonu ve askorbat dretimi igin gereklidir
(Azevedo-Neto ve ark., 2006).

Regine asitleri dogal olarak dehidroabietik formundan oksitlenmektedirler (Sekil 2.2)
(Gonzalez ve ark., 2010). Bu oksidasyon siiregleri iizerine yapilan galismalarda, diterpenoid
asitlerdeki kimyasal bilesimlerin ve molekiiler degisimlerin oksidasyon ve polimerizasyon
islemleri sonucunda meydana geldigi belirlenmistir (Shah, 2016) (Sekil 2.3). Diterpen regine
asitleri, ¢ifte bag izomerleri, gesitlilik gosteren birkag iskelet tipinin 20 karbonlu iki veya tiglii
karboksilik asitleridir. Birgok konifer, abiyetik, dehidroabietik, izopimarik, levopimarik,
neoabietik, palustrik, pimarik ve sandarakopimarik asitler gibi trisiklikditerpen asitleri
uretmektedir (Keeling ve Bohlmann 2006). Dehidroabietan iskeletine sahip dogal olarak
bulunan diterpenoidler (ketonlar, alkoller ve fenoller) siklikla bitkilerden bulunup izole edilmis
ve biyolojik aktiviteleri rapor edilmistir (Ulubelen ve ark., 2000, Mensah ve ark., 2000). Bu
abietanditerpenlerin, izole kloroplastlar ve mikrozomlardaki lipid peroksidasyonunu ve
stiperoksit olusumunu engelleyebildigi, biyolojik membranlari kimyasal olarak uyarilan
oksidatif streslere karsi koruyabilecegi gosterilmistir (Haraguchi ve ark., 1995; Haraguchi,
1998). Ayrica kurakliga maruz kalan biberiye bitkisinin yapraklarinda bulunan asir1 miktarda
karnosik asit, a-tokoferol ve karotenoidlerin (terpenoidler) oksidatif hasarin Onlenmesine
katkida bulundugu belirlenmistir (Munné-Bosch ve ark., 1999). Bunun disinda regine
asitlerden biri olan karnosik asit ile yapilan bir ¢aligmada, kuraklik stresi altinda fotosentetik

zarlar1 oksidatif hasara karsi korudugu tespit edilmistir (Munné-Bosch ve ark., 2001).
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Sekil 2.3. Dehidroabietinal (DA) ve dehidroabietik asit (DHA) olusumu (Shah, 2016)

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), tatin (Nicotiana tabacum) ve domates (Solanum
lycopersicum) bitkilerinde yapilan g¢alismalarda DA’nin SAR’1 tesvik etmesinde en giicli
etkisinin disardan pM konsantrasyonlarda uygulanmasi oldugu gosterilmistir. Gen ifadeleri
caligmalar1 sonucu Arabidopsis'te DA uygulamasinin salisilik asit biyosentezine katilan sinyal

genlerinin transckript birikimini tesvik ettigi belirtilmistir. Nitekim DA uygulanan bitki
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yapraklarinda salisilik asit seviyesi artmaktadir (Chaturvedi ve ark., 2012). Bu uyarilmanin SD2
ve NPR1 genlerine bagli salisilik asit sentezi sinyalinden kaynaklandig1 tespit edilmistir (Shah,
2001). Biyotik veya abiyotik stress kosullar1 altindaki bitkilerde protein sentezlenmekte ve
tiretilen bu proteinlerin ¢ogunda salisilik asit (Hoyos ve Zhang, 2000) gibi fitohormonlar etkili
olmaktadir. Son yillarda salisilikasitin  (SA) farkli patojenlere karsi bitkilerde SAR
olusmasinda rol oynadigi bildirilmistir (Metrauxs, 2001). Ayrica DA bitkilerin ¢igeklenme
donemlerinde igsel bir diizenleyici gibi rol almaktadir. Ancak DA tarafindan uyarilan SAR ve
cigeklenme birbirine bagh degildir. Sinyal iletimine bakildiginda, FLD (Flowering Locus D)
ifadesinin artigina neden oldugu bunun da SA diizeylerini tetikledigi belirlenmistir (Shah, 2016)
(Sekil 2.4). Ancak literatiirde DHA’ nin abiyotik stress kosullart altindaki etkilerinin (reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasi veya siipiiriilmesi, antioksidan enzimlerinin uyarilmasi,
transkripsiyon faktorlerinin etkinlestirilmesi) tespitine iliskin bilgiye rastlanmamaistir.
Calismamizda yapilan 6ndenemeler dogrultusunda, disaridan uygulanacak olan dehidroabietik
asitin, dehidroabietinalin SAR mekanizmasinda iistlendigi aktivator roliine benzer sekilde
tuzlulukta da reaktif oksijen tirlerini, antioksidan enzim sistemini, transkripsiyon faktorlerini
uyararak savunma cevaplarini harekete gecirebilecegini ve bitkiyi tuzluluk stresinin yaratmis

oldugu hasardan koruyacagini diistinmekteyiz.
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Sekil 2.4. DA’nin FLD ve SAR mekanizmasini uyarmast (Shah, 2016)

WRKY transkripsiyon faktorleri, bitkilerdeki en biylk transkripsiyon diizenleme ailelerinden
biridir. Birgok bitki islevini diizenleyen sinyal aglarinin ayrilmaz pargalarini olusturur (Ruston
ve ark. 2010). WRKY proteinlerinin, W-box dizisini (T) TTGAC (C / T) iceren promoter
bolgelere spesifik WRKY TF'ler {i¢ ana gruba ayrilmistir) iki heptapeptide sahip olanlar,
grupl'de toplanmistir; hem grup I hem de II iyeler bir CoHz tipi ¢inko parmak motifini
barindirirken, III. grup tiyeler bir C2HC tane igerir. Grup I1'nin biylk boyutu, peptid dizisine
dayanarak bes alt gruba (IIa, IIb, Ilc, Ild ve Ile) boliinmesiyle ele alinmistir (Eulgem ve ark.
2000; Rushton ve ark. 2010) (Sekil 2.5). WRKY transkripsiyon faktorleri, bitkilerde birgok
stress reaksiyonunun diizenlenmesinde ¢ok ©nemli rol oynar. Ancak abiyotik stress
tepkilerindeki rolleri tam anlamiyla agiklanamamistir (Zhou ve ark., 2008)S on zamanlarda
yapilan ¢aligmalar, WRKY proteinlerinin tuz, kuraklik ve soguk gibi abiyotik streslere cevap
olarak rol oynadigmi gostermistir (Wu ve ark., 2009 ; Ren ve ark., 2010 ; Zou ve ark.,
2010 ; Jiang ve ark., 2012 ; Rushton ve ark., 2012).

Zhou ve ark. (2008), Soya fasulyesi genomunun dizilemesinde 6nce 64 GmWRKY genini
tanimlamis ve  GMWRKY13, 21 ve 54 genlerinin abiyotik streslerde ifade edildigini
dogrulamistir. Tuz stresi altindaki soya bitkisinde, 188 WRKY geninin 66’siin ifade edildigi
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tespit edilmistir. Ayrica tuz stresine bagli olarak soya bitkisinde WRKY-71 geninin inaktif

olmasi oldukga ilgi ¢ekicidir (Yu ve ark., 2016).

TRENDS in Plant Science

Sekil 2.5. Yiiksek bitkilerde WRKY familyasinin filogenetik agaci (Rushton ve ark 2010)

WRKY soya fasulyesi (Glycine max, kirmizi noktalar), piring (Oryza sativa, sar1), Arabidopsis
thaliana (mavi) ve kavak bitkisindeki (Populus trichocarpa, yesil) tam WRKY gen
familyasindan alanlar ve WRKY gen ailesinin evrimsel tarihi kullanilmistir. WRKY alt ailesi,
INT ve ICT, sirasiyla Grup I WRKY proteinlerinden N-terminal ve C-terminal bolgelerini
belirtir. Agag, WRKY ailesinin I, lla + Ilb, llc, I1d + lleve 11l bolumini ve Grup Il genlerinin

monoflitik olmadig1 gozlemini destekler.

Soya bitkisi (Glycine max L.) Magnoliopsida sinifinin Fabaceae (Baklagiller) familyasina aittir
(Sekil 2.6). Yiiksek protein ve yag igerigi nedeniyle bitkisel protein ve yag kaynagi olarak
kullanilan baklagillerin en dnemli bitki tiirlerinden biridir (Moussa, 2004). Diinyanin baslica
yemeklik bitkisel yag ve yiiksek proteinli hayvan yemi kaynaklarini olusturur (Greenway ve

Munns, 1980). insan ve hayvan beslemesine olan katkisinin yani sira, biyodizel iiretimi ve
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endiistriyel bir ¢ok islem igin 6nemli bir hammaddedir (Phang ve ark., 2008; Wang ve ark.,
2010). Soya bitkisi, protein, mineral, vitamin ve omega-3 yag asitleri yoniinden oldukga
zengindir. Taze tohumlarda protein oran1 %11-12, yag orani ise %5-7 civarindadir. Kuru
tohumlarda ise protein oran1 %36-46 iken yag orani %18-24’diir (Arioglu ve ark. 2003;
Comlekgioglu, 2009).

Sekil 2.6. Soya Bitkisi ( Cirak ve Esendal 2005)

Bes bin yi1l 6nce kesfedilen ve halk arasinda sar1 altin olarak isimlendirilen soya bitkisi Cin'de
yaygin olarak yetistirilmektedir. 1830’1u yillarda Ulkemize getirilen soya bitkisi, en fazla dogu
akdeniz bolgelesinde yetististirilmektedir. Adana, Osmaniye illeri iilkemizde yetistirilen soya
miktarinin %85-90 ‘11 karsilamaktadir (Aktas 2013). Soya fasulyesi (Glycine max), tuza orta
derecede duyarl bir bitki olarak siniflandirilir (Katerji ve ark., 2003). Ozellikle erken tireme
asamasinda kuraklik stresine, duyarli olarak bilinmektedir (Westgate ve Peterson, 1993).
Ulkemizdeki yaklasik 100 milyon hektarlik alanmn artan tuzluluktan etkilendigi ve durumun
daha da kotilestigi goz Oniine alindiginda, soyanin tuz toleransini iyilestirmeye yonelik

calismalar biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda, diinyada en fazla tiiketilen bitkilerden biri olan soya
bitkisinin tuz stresine olan toleransini arttirmak amaciyla digaridan uygulanan dehidroabietik
asitin ROT sinyallemesi, antioksidan enzim aktiviteleri ve WRKY-71 gen ifadelrine olan etkisi

incelenmistir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Bitki Materyali ve Deneme Diizenegi

Soya (Glycine max L.) tohumlar1 SA-88 ¢esidi Agrova Tarimsal Uretim Pazarlama ve Limited
Sirketi’nden temin edilmis ve yapilan 6n denemeler sonucunda uygun DHA konsantrasyonu
(0,206 mM, 0,412 mM, 0.825 mM, 1,65 mM, 3,3 mM) tespit edilmistir (Sekil 3.1) Calismada
tohumlar, 24 °C + 1 °C’de %60-70 nem oranina sahip iklimlendirme ortaminda, 6 tekrarl toprak
kalturande 2 litrelik plastik saksilara 6’sar adet ekilmistir. 5- 7 glin boyunca karanlik ortamda
¢imlendirilen tohumlar saf su ile sulanmistir. Cimlenen tohumlar 16 saat aydinlik / 8 saat
karanlik fotoperiyotta tam kuvvethoagland besin ¢ozeltisi (Hothem ve ark., 2003) ile fide
asamasina getirilmistir. 21 gilinliik soya fideleri 50 ser adetli 4 ayr1 gruba ayrilmistir (Sekil 3.1)
Soya bitkisi yapraklarina 3 giin boyunca 12 saat araliklarla 3,3 mM 6n DHA uygulamasi
yapilmistir. Daha sonra bitkiler 200 mM tuz stresine maruz birakilarak 6., 12. ve 24. saatlerde

hasat edilmistir.

Sekil 3.1. Soya bitkisinin (Glycine max L.) genel gérinimdi

3.2. Buyume parametreleri
3.2.1. Uzunluk Olcumii

Tim gruplardan stres uygulamasinin 6., 12. ve 24. saatlerinde 6’sar adet bitki 6rnegi alinarak

kok ve gévde uzunluklar: (cm) alinmustir.
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3.2.2. Yas ve Kuru Agirhk Olciimii

Tiim gruplardan stres uygulamasinin 6. 12. ve 24. Saatlerinde 6’sar adet bitki 6rnegi alinarak

yas agirliklar1 tartilip bekletilerek kok ve govde kuru agirliklar: (gr) alinmustir.
3.2.3. Bagil Su Iceriginin Ol¢iilmesi

Stres uygulamasinin 6., 12. ve 24. saatlerinde tim gruplardan yaprak érnekleri alinip bagil su
icerigi (Smart ve Bingham 1974) yontemine gore tespit edilmistir. Yaprak Orneklerinin yas
agirhiklar1 alintiktan sonra petri kaplarinda dIH2O iginde 6 saat bekletilip turgorlu hale
getirilmistir. Daha sonra turgorlu halleri dl¢iilmiis ve 70 °C’de 72 saat bektildikten sonra kuru

agirliklart alinmistir.

(YA-KA) / (TA-KA) x 100) fomiiliine gore bagil su icerikleri % olarak hesaplanmistir.
3.3. Klorofil Miktarinin Belirlenmesi

Stres uygulamasinin 6., 12. ve 24. saatlerinde tim gruplardan yaprak ornekleri alinip Klorofil

miktar1 (Lichtenthaler ve Wellburn 1983) yontemine gore tespit edilmistir.

Yaprak 6rneklerinden 100 mg alinmis ve cam havanda 1-2 ml %80°lik aseton ile yapraklardan
tiim klorofil alinincaya kadar homojenize edilmistir. Elde edilen ekstraktin son hacmi 10 ml
olacak sekilde %80’lik asetonla tamamlanmis ve tlip karsitiricida calkalanmistir. Thermo
Scientific Genesys (10S UV-VIS) spektrofotometre yardimi ile klorofil a 663, klorofil b 645

nm’de okunmustur. Klorofil a ve Klorofil b miktarlar1 asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
Klorofil a = 11.75A662 — 2.35A645

Klorofil b =18.61A645 — 3.96A662
3.4. Yaprak Alaminin Olgiilmesi

Stres uygulamasinin 6. 12. ve 24. saatlerinde tum gruplardan 6’sar bitki 6rnegi alinarak yaprak
alan1 CID Bio-Science CI-201 tasinabilir lazer yaprak alan sayaci kullanilarak olgilmiistiir.

Hesaplamalar cihazdaki program tarafindan yapilip yaprak alan1 mm? olarak hesaplanmistir.
3.5. Bagil Elektrolit fletkenligi

Stres uygulamasinin 6. 12. ve 24. saatlerinde tiim gruplardan 6’sar yaprak drnegi alinip bagil
elektrolit iletkenligi (Singh ve ark., 2008 ) yontemine gore tespit edilmistir. Yapraklar (-100
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mg) deiyonize suda 30 dakika boyunca titrestirildi, ardindan ortamiin (C1) iletkenliginin
dl¢iimii yapilmistir. Ornekler 15 dakika boyunca kaynatildi ve tekrar iletkenligi dl¢iilmiistiir.
(C2) Yiizde nispi elektrolit sizintis1 (Bagil elektrolit iletkenligi), asagidaki formiil kullanilarak

hesplanmustir.

% Bagil Elektrolit iletkenligi = % x 100

3.6. Prolin Miktar

Stres uygulamasinin 6. 12. ve 24. saatlerinde tiim gruplardan yaprak 6rnekleri alinip serbest
prolin miktar1 Bates ve ark.’nin (1973) yoOntemine gore tespit edilmistir. Taze bitki
yapraklarindan 0,5 gr tartilmis ve %3 (w/v)’liik 5 ml siilfosalisilik asit ile homojenize edilmistir.
Homojenatlar filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Daha sonra sipernatantlara 1 ml ninhidrin ve 1 ml
glasiyel asetik asit ilave edilerek karistirilmistir. Elde edilen karisim 100 °C’lik su banyosunda
1 saat bekletilmistir. Bir saatlik siire sonunda tiipler buzlu su icerisine kunularak ve reaksiyon
sonlandirilmistir. Rekasiyon karigimi 4 ml toluen ile ekstrakte edilmis ve 25-30 saniye tlp
karisitiricida calkalanmistir. Toluen igeren renkli s1vi oda sicakliginda bekletilmis ve karigimin
toluen igeren iist faz1 spektrofotometrede 520 nm’de okunmustur. Bitki dokularindaki prolin

miktar1 (umol/g taze agirlik) kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmistir.
3.7. Lipit Peroksidasyon Duzeyi (MDA)

Lipit peroksidasyonun son iiriinii olan MDA miktari, stres uygulamasinin 6., 12. ve 24.
saatlerinde tim gruplardan yaprak ornekleri alinip thiobarbiturik reaksiyonunu kullanarak
Madhavo Rao ve Stresty (2000) yontemine gore tespit edilmistir. Her gruba ait 0,5 gr yaprak
orneklerine 2,5 ml TCA (trikloroasetikasit) eklenerek homojenize edilmistir. Homojenatlar +4
°C 10.000 g’de 5' boyunca sanrifiij edilmistir. Elde edilen supernatantlara TBA
(thiobarbitiirikasit) ve TCA igeren reaksiyon karisimi pipetlenmistir. TUm deney tupleri 95
°C’de 30" 1sitilmistir. Karistm 10.000 g x 15' santrifiijlenmistir. Olusan siipernatantin 532 ve
600 nm’deki absorbans degerleri okunmustur. Malondialdehid (MDA) konsantrasyonu,

ekstinksiyonkatsayist (155mM* cm™ ) kullanilarak hesaplanmustir.
3.8. Hidrojenperoksit (H202) Miktari

Stres uygulamasinin 6. 12. ve 24. saatlerinde tiim gruplardan yaprak 6rnekleri alinip hidrojen
peroksit (H202) miktar1 Velikova ve ark.,’nin (2000) yontemine gore tespit edilmistir. Her

gruba ait 0,5 g yaprak orneklerine 5 ml TCA (trikloroasetik asit) eklenerek homojenize
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edilmistir. Homojenatlar 15' boyunca 12.000 rpm’de santrifiijlenmistir. Stipernatantlar 0,5 ml,
buffer (potasyum fosfat 10mM, pH)7) solisyonu 0,5 ml ve 1 ml KI tampon maddesi ile
karistirtlmistir. 390 nm’de absorbans degerleri Thermo Scientific Genesys (10S UV-VIS)

spektrofotometre yardimi 6l¢tilmiistiir.
3.9. Superoksit Anyon Radikali (O2°~) Savurma Kapasitesi

Superoksit radikali Xu (2006) yontemine gore UV-VIS spektrofotometre cihazi ile tespit
edilmistir. Stres uygulamasinin 6., 12. ve 24. saatlerinde tim gruplardan yaprak 6rnekleri alinip
0,05 M sodyum karbonat tamponundan (pH) 10,5) 1,2 ml, 3 mM’likk ksantin, 3 mM EDTA ,
%0,15’lik bovin serum albiimin ve 0.75 mM’lik nitro blue tetrazolium ¢ozeltilerinin her
birinden 0,1 ml almarak iizerlerine 0,1 ml 6rnek konulup 25 °C’de 10 dakika bekletilmistir.
Reaksiyon 6 mM ksantin ¢ozeltisi eklenerek baslatilmis 20. dakikadan sonra 6 mM CuCl’den
0,1 ml eklenerek durdurulmustur. Absorbans degerleri 560 nm’de Thermo Scientific Genesys

(10S UV-VIS) spektrofoto metre yardimi dl¢tilmiistiir.
3.10. Hidroksil Ayon Radikali (OH®) Savurma Kapasitesi

Hidroksil radikali Chung (1997) yontemine gére UV-VIS spektrofotometre cihazi ile tespit
edilmistir. Hidroksil radikali, FeSOs-7H20 varliginda Fenton reaksiyonu ile tretilmistir. Her
0,2 ml 10 mM FeSO4 &£ 7H20, 10 mM EDTA ve 10 Mm 2-deoksiriboz igeren bir reaksiyon
karigimi, 0,2 ml ekstrakt ¢ozeltisi ile karistirilmis ve reaksiyon karigimina, toplam hacim 1,8
ml'ye olana kadar 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,4) ilave edilmistir. Daha sonra reaksiyon
karistmina 0,2 ml 10 mM H20; nihayet eklendi ve 4 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Inkiibe
edilme isleminden sonra, her 1 ml %2,8 TCA (trikloroasetik asit) ve %1,0 TBA (Tiyobarbiturik
asit) eklenmistir. Son olarak, karisim 10 dakika boyunca kaynar su banyosuna yerlestirilmistir.

Absorbans 532 nm'de 6l¢lilmiistiir.

3.11. Antioksidan Enzim vevelzoenzim Aktiviteleri

3.11.1. Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) enzim ve izoenzim aktivitesi

SOD enzim aktivitesi nitro blue tetrazolium’un (NBT) indirgenmesini inhibe etme yeteneginin
Olgllmesiyle spektrofotometrik olarak Beauchamp ve Fridovich (1971) ve Giannipolities ve
Ries (1977)’in yontemlerine gore tespit edilmistir. 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 33 mM

NBT, 10 mM L-metionin, 0,66 mM EDTA. Naz, 0,0033mM ribofilavin i¢eren 3 ml reaksiyon

karigimi hazirlanmastir.
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Siipernatantlar seyreltildikten sonra karisim 10 dk 300 mmol m?s! 151k siddeti altinda
bekletilerek 560 nm’de verdigi absorbans degerleri okunmustur. SOD igin 1 enzim birimi; 1s1kla
indirgenmenin %50 engellenmesine neden olan protein miktar1 (mg) olarak tanimlanmaktadir.
Bu nedenle yaprak orneklerindeki SOD aktiviteleri bu tanima gore belirlenmistir. SOD
izoenzim aktivitesi; Laemli (1970) yontemine gore esit miktarda protein igerigine sahip,
sodyum dodesil siilfat disinda denatiire edici olmayan poliakrilamit jel elektroforezine (PAGE)
yiiklenmistir. SOD izozimlerinin ayrimu i¢in; %4,5 staking ve %12,5 sepereting sollisyonlari
kullanilmis ve jeller 0-4 °C*de sabit akimda (60 mA) yiiriitiilmiistiir. SOD aktivitesinde jeller
Beauchamp ve Fridowich (1971)’e gore riboflavin ve NBT ile fotokimyasal boyama ile tespit
edilmistir. Boyanmis olan jeller; Software (4.6.00.0; UVP Biolmagingsystems, UK)
programina gore gorlintiilenmistir. SOD aktivitelerinin densiyometrik analizleri i¢in; kontrol
gruplar1 %100 olarak alinmis ve elde edilen degerler % olarak gdsterilmistir. Elde edilen veriler;

birbirinden bagimsiz 3 jelin ortalamasi alinarak elde edilmistir.
3.11.2. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

APX enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak Nakano ve Asada (1981)’nin yontemi
kullanilarak tespit edilmistir. Askorbat okside olduk¢a spektrofotometreden 290 nm’deki
absorbansta olusan azalma okunmus ve hesaplamalar askorbatin ekstinksiyon katsayisi
kullanilarak (2,8 mM-1 cm-1) yapilmistir. Reaksiyon karisimi 50 mM sodyum fosfat tamponu
(pH) 7), 0.5m Maskorbat, 0,1 mM EDTA Na; ve 1,2 mM H202’den olusturulmustur.
Askorbatin oksidasyonu, enzim ekstraktinin ek ilave edilmesiyle baslatilmis ve absorbanstaki
diisiis 180 sn boyunca izlenmistir. 1 birim APX aktivitesi dakikada okside olan 1 mmol ml™
askorbat ifade edilmistir. Askorbat peroksidaz izoenzim aktivitesi; Mittler ve Zilinkas (1993)’in
yontemine gore tespit edilmistir. Ornekler yiiklenmeden once jeller 2 Mmaskorbat iceren
tamponda 4 °C’de 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Daha sonra 35 pl protein igeren &rnekler jellere
yiiklenerek sabit akim altinda (60 mA) yliriitilmiistiir. Yiiriitme isleminden sonra jeller 2 mM
askorbat iceren 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH) 7) 20 dakika inkiibe edilmis ve sonra
4 mM askorbat ve 2 mM hidrojen peroksit iceren 50 mM potasyumfosfat tamponunda (pH 7,8)
20 dakika bekletilmistir. Ardindan jeller tamponla 1 dakika yikanmis ve 28 mM TEMED ve
2,5 mM NBT iceren 50 mM potasyum fosfattamponuna alinmis ve 1sikta 10-20 dakika
bekletilmistir. Boyanmis olan jeller; Software (4.6.00.0; UVP Biol maging systems, UK)

programina gore goriintiilenmistir. APX aktivitelerinin densiyometrik analizleri igin; kontrol
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gruplar1 %100 olarak alinmis ve elde edilen degerler % olarak gosterilmistir. Elde edilen veriler

birbirinden bagimsiz 3 jelin ortalamasi alinarak elde edilmistir.
3.11.3. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Enzim Aktivitesi

POX enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak Kanner ve Kinsella (1983)’ nin metoduna
gore tespit edilmistir. Aktivite 465 nm’de 3,3’-diaminobenzidin tetrahidrokloroid (DAB)’in
oksidasyonuyla absorbansta meydana gelen artis izlenerek hesaplanmistir. Polystren kiivetteki
reaksiyon karisimi, DAB soliisyonu, %0,6’lik H202, dIH,O ve enzim ekstraktindan
olusturulmustur. Reaksiyon H2O2’nin ilave edilmesiyle baslatilmis ve 180 sn boyunca
absorbans artis1 izlenmistir. Spesifik enzim aktivitesi dakikada tiiketilen pmol ml™ H,Oz olarak
ifade edilmistir. POX izoenzim aktivitesi; Seevers ve arkadaglarina (1971) gore belirlenmistir.
75 pg protein igeren drnekler %10°luk denatiire olmayan akrilamid jelde (PAGE) sabit akim
altinda (60 mA) yiiriitiilmiistiir. Elektroforezden sonra olugan bantlarin goriilebilmesi i¢in jeller
30 dakika boyunca karanlikta, benzidin ve hidrojen peroksit iceren 200 mMNa-asetat
tamponunda (pH 5,0) inkiibe edilmistir. POX aktivitelerinin densiyometrik analizleri igin;
kontrol gruplar1 %100 olarak alinmis ve elde edilen degerler % olarak gosterilmistir. Elde edilen

veriler; birbirinden bagimsiz 3 jelin ortalamasi alinarak elde edilmistir
3.11.4. Glutatyon- S-Transferaz (GST; EC) 2.5.1.18) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

Glutatyons-transferaz aktivitesi Habig ve arkadaslarinin (1974) ydntemine goére tespit
edilmistir. Glutatyons-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —SH
grubu arasindaki tepkimeyi katalizlemistir. Enzim aktivitesi 340 nm’de GSH ve CDNB
kullanilarak dakikada olusan s-2,4-dinitrofenilglutatyonun 1 mikro moluni katalizleyen enzim
miktarinin ol¢lilmesiyle belirlenmistir. GST aktivitesi, CDNB ekstinksiyon katsayis1 (€= 9,6
mmol Ltcm™) kullanilarak hesaplanmustir. GST izoenzim aktivitesi; %10 native PAGE’de esit
oranda protein yiiklenerek Laemmli (1990) metoduna gore tespit edilmistir. Daha sonra jel 10
dakika boyunca 0,1 M potasyum fosfat tamponunda (pH 6,5) dengelenmis ve 4,5 mM GSH, 1
mM CDNB ve 1 mM nitro blue tetrazolyum iceren reaksiyon karisimina aktarilarak 37 °C 10
dakika bekletilmistir. Ardindan jel oda sicakliginda 3 mM fenazinmetosulfat iceren 0,1 M Tris
/ HCI (pH 9,6) iginde inkiibe edilmistir. Boyanmis olan jeller; Software (4.6.00.0; UVP
Biolmagingsystems, UK) programina gore goriintiilenmistir. GST aktivitelerinin densiyometik

analizleri i¢in; kontrol gruplart %100 olarak alinmis ve elde edilen degerler % olarak
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gosterilmistir. Elde edilen veri; birbirinden bagimsiz 3 jelin ortalamast alinarak elde

olusturulmustur.
3.12. GmMWRKY71 Gen ifadesi

Gen ifadesinin kuantatif 6lcimuU ve istatistiksel analizi Q-Real Time PCR data ile REST
software kullanilarak yapilmistir (Pfaffl ve ark., 2002). GmWRKY-71 e 6zgii sonuglar asagidaki
primerler kullanilarak elde edilmistir (Cizelge 3.1). Aktin beta geni referans gen olarak
kullanilmistir. Primer tasarimi Tablo 3’te sunulmustur. Bu analiz Letgen Bio analiz
laboratuvarindan hizmet alimi seklinde Uzm. Biyolog Bahtiyar YILMAZ tarafindan
yapilmustir.

Cizelge 3.1. GmWRKY71 Genine Ozgii Primer Tasarimi

Use Universal ProbeLibraryprobe) #143, cat.no. 04694295001

Primer Uzunluk Posizyon Tm %GC Sekans
fleri Primer 20 611-630 59 45  catccaatgaagctgaagca
Geri Primer 20 665-684 59 45  acacgcttttggctgcttat

Amplikon (74 nt)

catccaatgaagctgaagcaattatagaagaagactcaaccaagagccagaaagataagcagccaaaagegtgt

3.13. istatistiksel analiz

Elde edilen veriler 6 tekrarh olarak Tek-Yonlu Varyans Analizi (One-way ANOVA) ile analiz
edilmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar Lowest Standard Deviations (LSD) test ile

karsilastirilmistir. P < 0.05 olan degerler istatistiksel bakimdan anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Bilyiime Parametrelerinin Sonuclar:
4.1.1. Uzunluk, Kuru ve Yas Agirhik Ol¢iimleri

SA-88 ¢esidi soya bitkisi (Glycine max L.) yapraklarina 3 giin boyunca 12 saat araliklarla 3.3
mM 6n DHA uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.1) Daha sonra bitkiler Hoagland ¢ozeltisi iginde
200 mM NaCl’lik konsantrasyonuna maruz birakilmistir. Tuz stresinin 6., 12. ve 24. saatlerinde
hasad1 yapilan bitkilerin kok-govde uzunluk, kuru ve yas agirlik degisimleri cizelge 4.1°de

rapor edilmigtir.

Soya bitkisinin kok ve govde uzunluklar: tiim gruplarda belirgin bir degisiklik gdstermemistir
(Cizelge 4.1., Sekil 4.1.).

e
DHA + NaCl

Sekil 4.1 Soya Bitkisi (Glycine max. L.) Uzunluk 6l¢cuimi

On DHA uygulamas1 yapilan soya bitkisinin kdklerinde, kuru agirliklarinda kontrol gruplarina

kiyasla 6., 12. ve 24. saatlerde sirastyla 2,25; 1,5 ve 2 kat artis gozlenirken govdede herhangi
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bir degisime rastlanmamistir. Bununla birlikte, tuz stresine maruz birakilan soya kok kuru
agirliklarinda %27,5, %25, %12,5 oraninda azalma olurken gévde kuru agirliginda 6. saatte
degisme gozlenmemistir. Ancak 12. ve 24. saatlerde kontrol gruplarina gore %10, 9 ve %11,45
oraninda azalma tespit edilmistir (Cizelge 4.1). On DHA uygulamas altinda yapilan tuz stresi
kok kuru agirhiginda 6.saatte %37,9, 12. saatte %16,6, 24. saatte %43 oraninda artisa sebep
olurken, govde kuru agirliginda 6. saatte degisim olmamistir. Ancak 12. ve 24. saatlerde

sirasiyla %21,4 ve %18,9 oraninda artis gézlenmistir (Cizelge 4.1).

Yas agirlik degerleri incelendiginde, on DHA uygulamasi yapilan gruplarda, kok yas agirligi 6.
saatte %53,3 oraninda artisa sebep olurken, bu deger 12. ve 24. saatte %16,6 ve %25 olarak
belirlenmistir. Bununla beraber, govde yas agirligi tiim saatlerde degisime ugramamuistir.
Ayrica tuz uygulanan bitkilerin kok yas agirliklar1 6. saatte %20, 12. saatte %33,3 ve 24. saatte
%25 azalma gostermistir. Govde yas agirliklari ise 6. saatte tuz uygulamas: ile kontrol
gruplarina kiyasla degismezken, 12. ve 24. Saatlerde ise %28,4 ve 22,3 oraninda azalmistir.
Tuz stresi altinda yapilan 6n DHA uygulamasi, sadece tuz uygulanan gruplara gore, 6. saatte
kok yas agirliginda %16,6, 12. saatte %50 ve 24. saatte %55,5 oraninda artisa sebep olmustur.
Govde yas agirliginda ise 6. saatinde degisme olmazken, 12. ve 24. saatte %29,5 ve %35
oraninda artmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. On DHA uygulamasinin soya yapraklarinda biiyiime parametleri {izerindeki zamana bagh etkisi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik

asit, NaCl: Tuz stresi, DHA + NaCl: Dehidroabietik asit + Tuz stresi; *:

diizeyinde anlamli oldugunu géstermektedir, (n=6)].

standart hata. Sutunlar Uzerindeki farkl:i harfler farkliligin P<0,05

UZUNLUK (cm) KURU AGIRLIK (g) YAS AGIRLIK (g)
6. SAAT 12.SAAT  24.SAAT  6.SAAT 12. SAAT 24. SAAT 6. SAAT 12. SAAT 24, SAAT
K 25+ 0,542 24 0,442 24+05%  0,004+0,0012 0,008+0,004%  0,004+0,012  0,15%0,004* 0,24+0,06®0 0,120,012
KOK DHA 24 + 0,452 25+0,552 25+0,6%  0,009+0,002° 0,012+0,004° 0,008+0,02°  0,23+0,005" 0,28+0,04>  0,15+0,03"
NaCl 2433+0572  25+047° 25+0,6%  0,002+0,001¢ 0,006+0,001¢ 0,003+0,001¢  0,12+0,01¢  0,164£0,01°¢  0,09+0,02¢
DHA + NaCl 24,66 +0,572 4+£0,572 25+0,72  0,004+0,0012 0,008+0,0012 0,005+0,001* 0,14+0,003*  0,24+0,03*  0,14+0,01°
K 4366 £0,70° 44 %082 44x042  0,101x0,006*0  0,11+0,006%  0,096+0,0072  1,07#0,012  1,090,12 1,030,032
DHA 42,33 +0,562 43+0,42 44 +0,5° 0,110,022 0,120,014  0,098+0,012  1,28+0,22 1,16+0,12 1,02+0,022
GOVDE NaCl 43+0,816°2 43+0,62 44x082  0,11x0,006°  0,09£0,01®  0,085+0,01®  1,10%0,12 0,78+0,2° 0,800,010
DHA + NaCl 42 +0,141° 42+0,1° 42+032  0,101+0,012  0,119+#0,3*  0,101+0,03¢  1,08+0,12 1,01+0,22 1,08+0,022
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4.1.2.Bagil Su I¢erigi, Yaprak Alam, Elektrolit iletkenligi, Klorofil Miktar

Bagil su icerigi, yaprak alani, bagil elektrolit iletkenligi, total klorofil miktarina ait degisimler

cizelge 4.2°de verilmistir.

Bagil su igerigi, sadece 6n DHA uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla tiim saatlerde
degismemistir. Ancak tuz uygulanan gruplarda ise, bu oran 6. saatte %22,5; 12. saatte %59,2;
24. saatte %50,6 oraninda azalmistir. Ayrica 6n DHA uygulamasi altinda yapilan tuz stresi
uygulamasi bagil su igerigini sadece tuz uygulanan gruplara kiyasla 6. saatte %10,61; 12.saatte
%67,2 ve 24.saatte %18,8 oraninda arttirmistir (Cizelge 4.2.).

Yaprak alani, 6n DHA uygulamasi ile tiim saatlerde degismedigi belirlenmistir. Tuz uygulanan
gruplarda ise kontrol gruplarina kiyasla, %33,4, %39,4 ve %62,8 oraninda azalmistir (6., 12.,
24. saatler). Bunun yani sira 6n DHA uygulamasi tuz stresi altinda azalan yaprak alani

degerlerini iyilestirerek sirasiyla %16,9, %47,8 ve %66 oraninda arttirmistir (Cizelge 4.2).

Bagil elektrolit iletkenligi, on DHA uygulamasi yapilan gruplarda, kontrol gruplarina kiyasla
degismemistir. Tuz stresi uygulanan gruplarda, kontrol gruplarina gore 6. saatte 3,8, 12. saatte
3,73 ve 24. saatte 4,6 kat artmistir. On DHA uygulamas: altinda tuz stresi uygulanan gruplarda,
sadece tuz uygulanan gruba kiyasla 6. saatte %18,1, 12. saatte %8 ve 24. saatte %12,6 oraninda

azalmistir.

Total klorofil miktari, 6n DHA uygulamasi ile tiim gruplarda degismemistir. Tuz stresi
uygulanan soya yapraklarinda kontrol gruplarina kiyasla %19,1, %23,6 ve %22,8 oraninda
azalmistir. Buna kiyasla, 6n DHA uygulamasi altinda yapilan tuz stresi, total klorofil miktarini
sadece tuz uygulanan gruba gore 6. saatte %25,47, 12.saatte %24,6 ve 24. saatte ise %38,1
oraninda arttirmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. On DHA uygulamasinin soya yapraklarinda klorofil, yaprak alani, bagil su icerigi, bagil elektrolit icerigi, parametleri iizerindeki
zamana bagl etkisi. [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz stresi, DHA + NaCl: Dehidroabietik asit + Tuz stresi; +: standart hata.

Sutunlar Uzerindeki farkli harfler farkliligin P<0,05 diizeyinde anlamli oldugunu géstermektedir, (n=6)].

KLOROFIL (mg) YAPRAK ALANI (cm2) BAGIL SU iCERIGI (%) BAGIL ELEKTROLIT iCERIGI (%)
6. SAAT 12.SAAT  24.SAAT 6.SAAT  12.SAAT 24. SAAT 6. SAAT 12. SAAT 24. SAAT 6. SAAT 12. SAAT 24. SAAT
K 24,19+1,7*  20,31x1,0°  16,37#12*  7,71%0,53*  6,74%0,74°  8,77x051*  47,22#3,78°  56,36x353*  54,04+10,94*  1524+33* 18,77 +1,6° 16,700,4*
DHA 2356+2,4°  19,56#55*  1578+1,1a  8,16+1,22*  7,83+0,66°  8,06x0,83°  46,39+3,65°  55,734,14° 53,84+4,03 14,68+0,8° 16,42+3,0° 16,34+1,9°
NaCl 19,55+1,3°  1551+7,2°  1263+1,0° 513+0,88"  4,1020,54*  3,2620,20"  36,56+2,18"  22,99+10,46"  26,51+7,49" 59,17¢3,1°  70,11%7,7° 76,73x3,5

DHA + NaCl 24,53+1,1* 19,33+2,1* 17,4512  6,00+1,02c  6,06+0,59° 5,41+0,23° 40,44+5,18° 38,46+6,34° 31,51#5,71° 48,4345,3° 64,58+0,3° 67,02+13,3°
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4.2. Hidroksil Anyon Radikali (OH®) Savurma Kapasitesi

Hidroksil anyon radikali savurma kapasitesi, 6n DHA uygulamasi yapilan gruplarda, kontrol
gruplarina kiyasla degismemistir. Stres uygulanan gruplarda kontrol gruplarina kiyasla sirasiyla
%12,7, %15,6, %16,8 (6. 12. ve 24. saat) oraninda azalma tespit edilmistir. Ancak 6n DHA
uygulamasiyla, tuz stresi ile azalan hidroksil anyon radikali savurma kapasitesi degerlerini tiim

saatlerde sirasiyla %22,6, %22,3 %53,9 oraninda arttirmistir (Sekil 4.1).

100 -

mK

mDHA

m NaCl
mDHA + NaCl

HIDROKSIL ANYON RADIKALIL
SAVURMA KAPASITESI
(%)

6. SAAT 12. SAAT 24. SAAT

Sekil 4.1. On DHA uygulamasmin soya yapraklarinda Hidroksil anyon radikali savurma
kapasitesi tizerindeki zamana bagh etkisi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz
stresi, DHA + NaCl: Dehidroabietik asit + Tuz stresi; +: standart hata. Sttunlar tzerindeki

farkli harfler farkliligin P<0,05 diizeyinde anlamli oldugunu géstermektedir, (n=6)].
4.3. Superoksit Anyon Radikali (O2°-) Savurma Kapasitesi

Siiperoksit anyon radikali savurma kapasitesinin, sadece on DHA uygulamasi ile tiim saatlerde
degismedigi belirlenmistir. Tuz stresi uygulanan gruplarda ise bu deger 6. saatte %8,3, 12.
saatte, %11,4 saatte, %24,11 oraninda azalmistir. Bunun yani sira tuz stresi altinda yapilan 6n
DHA uygulamasi sadece tuz stresi uygulanan gruplarda, tiim saatlerde sirasiyla 6.saatte %36,1,
12. saatte %26, 24.saatte %17,4 degerlerinde arttirmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. On DHA uygulamasmin soya yapraklarinda Siiperoksit anyon radikali savurma
kapasitesi tizerindeki zamana bagl etkisi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz
stresi, DHA + NaCl: Dehidroabietik asit + Tuz stresi; +: standart hata. Sttunlar Gzerindeki

farkl1 harfler farkliligin P<0,05 diizeyinde anlamli oldugunu gostermektedir, (n=6)].
4.4. Hidrojen (H202) Peroksit Miktari

Hidrojen peroksit miktari, 6n DHA uygulamasi ile tiim grup ve saatlerde degismemistir. Tuz
stresi uygulanan soya yapraklarinda kontrol gruplarina gore 6. 12. ve 24. saatlerde sirasiyla
%67,1, %40, %50 oraninda artmistir. Buna kiyasla 6n DHA uygulamasi altinda yapilan tuz
stresi gruplarinda hidrojen peroksit miktar1 sadece tuz stresi uygulanan gruba gore 6. 12. ve 24.

saatlerde sirastyla %29,6, %25,1, %34,7 oraninda azalmistir (Sekil 4.3).

24



o
o
<
< m K
S >
= mDHA
z =
== = NaCl
g 3
N m DHA + NaCl
o
=

6. SAAT 12. SAAT 24.SAAT

Sekil 4.3. On DHA uygulamasmin soya yapraklarinda hidrojen peroksit miktar1 iizerindeki
zamana bagl etkisi. [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz stresi, DHA + NaCl:
Dehidroabietik asit + Tuz stresi; +: standart hata. Sutunlar Gzerindeki farkli harfler farkliligin

P<0,05 diizeyinde anlamli oldugunu gostermektedir, (N=6)].
4.5. Lipit Peroksidasyonu (MDA)

Lipit peroksidasyonu, tiim grup ve saatlerde 6n DHA uygulamasi yapilan soya yapraklarinda
degismemistir. Bunun yani sira tuz stresi uygulanan gruplarda kontrol gruplarina gore sirasiyla
1,7 kat, 2 kat ve 1,9 kat artmistir. Ancak, ©n DHA uygulamasi altinda yapilan tuz stresi
gruplarinda sadece tuz stresi uygulanan gruba gore 6. 12. ve 24. saatlerde sirasiyla 1,6 kat, 1,5
kat ve 1,4 kat azalmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.4. A: On DHA uygulamasinin soya yapraklarinda lipit peroksidasyon miktari {izerindeki
farkl1 konsantrasyonlara bagh etkisi. B: On DHA uygulamasimin soya yapraklarinda MDA
miktar1 tizerindeki zamana bagh etkisi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz
stresi, DHA + NaCl: Dehidroabietik asit + Tuz stresi; +: standart hata. Sutunlar tizerindeki

farkl1 harfler farkliligin P<0,05 diizeyinde anlamli oldugunu gostermektedir, (n=6)].

4.6. Prolin Miktari

Prolin miktari, 6n DHA uygulamas: ile tim grup ve saatlerde kontrol grubuna kiyasla
degismemistir. Sadece tuz stresi uygulanan gruplarda ise 6. saatte degismezken, 12 ve 24.
saatlerde sirasiyla 4,4 kat ve 4,7 kat artmistir. Bununla birlikte 6n DHA uygulamasi altinda
yapilan tuz stresi prolin miktarini sadece tuz uygulanan gruba gore 6. saatte degistirmezken 12.

ve 24. saatlerde 1,2 kat ve 1,3 kat azaltmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. On DHA uygulamasinin soya yapraklarinda prolin miktari Gizerindeki zamana baglh
etkisi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz stresi, DHA + NaCl: Dehidroabietik
asit + Tuz stresi; +: standart hata. Sutunlar Gzerindeki farkli harfler farkliligin P<0,05

diizeyinde anlamli oldugunu gostermektedir, (n=6)].
4.7. WRKY 71 Gen Ifadesi

WRKY 71 geninin ifadesi, soya bitkisinin sadece DHA uygulamas1 ve tuz uygulamas ile bir
degisiklik gdstermezken, on DHA uygulamasi altinda yapilan tuz stresi gruplarinda 6nemli
Olglide ifade edilmistir (12. ve 24. saat) Buna karsin 6. Saatte herhangi bir degisim tespit
edilmemistir. (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. On DHA uygulamasinin soya yapraklarinda gen ifadesi iizerindeki zamana baglh
etkisi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz stresi, DHA + NaCl: Dehidroabietik
asit + Tuz stresi; £: standart hata. Sutunlar (zerindeki farkli harfler farkliigin P<0,05

diizeyinde anlamli oldugunu gostermektedir, (n=6)].
4.8. Antioksidan enzim ve izoenzim aktiviteleri
4.8.1. Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) enzim ve izoenzim aktivitesi

Soya bitkisi yapraklarinda 6 adet SOD izoenzimi bulunmustur (Sekil 4.8).

On DHA uygulamasi yapilan gruplarda SOD enzim aktivitesi tiim saatlerde degismemistir. Tuz
stresi altindaki soya yapraklarinda SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna kiyasla 6. saatte
%15,6 oraninda artarken (SOD 1, 5, 6) 12. saatte %20,6 oraninda azalmis (SOD 1, 2, 5, 6) ve
24. saatte ise degismemistir. Tuz stresi altinda 6n DHA uygulamasi yapilan gruplarda ise tiim
saatlerde sirasiyla 1,3;1,8 ve 1,4 kat (6.saatte SOD 1, 5, 6 / 12.saatte SOD 1, 2, 3, 4, 5, 6/ 24.
saatte SOD 1, 2, 3, 4) artmustir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. On DHA uygulamasinin soya yapraklarinda SOD enzim ve izoenzim ativitesi
tizerindeki zamana baglh etkisi. A: Elekroforez jel goéruntiisii B: Total SOD enzim grafigi C:
SOD izoenzim grafigi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz stresi, DHA + NacCl:
Dehidroabietik asit + Tuz stresi; +: standart hata. Sutunlar Gzerindeki farkli harfler farkliligin

P<0,05 diizeyinde anlamli oldugunu gostermektedir, (n=6)].
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4.9. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Enzim Aktivitesi

Soya bitkisi yapraklarinda 5 adet POX izoenzimi ifade edilmistir (Sekil 4.8).

On DHA uygulamasi yapilan soya yapraklarinda, peroksidaz (POX) enzim aktivitesi kontrol
gruplarina kiyasla sadece 6. saatte %33,5 oraninda artis gozlenmistir. Bununla birlikte tim
saatlerde tuz stresi altindaki gruplarda kontrole gore artis gozlenmistir (%57,1 , %26,1, %42).
Bu durum POX 1, 2, 3 izoenzimlerinin artis1 ile de desteklenmektedir. On DHA uygulamasi
altinda tuz stresi uygulanan grupta yalnizca tuz stresi uygulanan gruba gore 6. saatte %18,2
oraninda bir artis gézlemlenirken, 12. ve 24. saatlerde herhangi bir degisim tespit edilmemistir.
Benzer sekilde, 6. saatte ise POX1 ve POX2 izoenzimlerinin artisi total aktivitenin artisi ile

uyum saglamaktadir.
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Sekil 4.8. On DHA uygulamasinin soya yapraklarinda POX enzim ve izoenzim ativitesi
tizerindeki zamana bagli etkisi. A: Elekroforez jel gorintist B: Total POX enzim grafigi C:
POX izoenzim grafigi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz stresi, DHA + NacCl:
Dehidroabietik asit + Tuz stresi; +: standart hata. Sutunlar Uzerindeki farkli harfler farkliligin

P<0,05 diizeyinde anlamli oldugunu gostermektedir, (n=6)].
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4.10. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

Soya bitkisi yapraklarinda 7 adet APX izoenzimi belirlenmistir (Sekil 4.9).

Askorbatperoxidaz (APX) enzim ve izoenzim aktiviteleri incelendiginde, 6n DHA uygulamasi
yapilan grup ile sadece tuz stresi uygulanan gruplarin tiim saatlerinde kontrol grubuna kiyasla
herhangi bir degisim tespit edilmemistir. Bunun yan1 sira 6n DHA uygulamasi altinda yapilan
tuz stresi gruplarinda sadece tuz stresi uygulanan gruplara kiyasla tim saatlerde enzim
aktiviteleri de artmustir (%6,7 ,%24,42, %17 ) Benzer sekilde 6. 12. ve 24. saatlerde APX 1, 3,

4 izoenzimlerinde artis tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. On DHA uygulamasinin soya yapraklarinda APX enzim ve izoenzim ativitesi
tizerindeki zamana bagli etkisi. A: Elekroforez jel goriintust B: Total APX enzim grafigi C:
APX izoenzim grafigi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz stresi, DHA + NaCl:
Dehidroabietik asit + Tuz stresi; +: standart hata. Sutunlar Gzerindeki farkli harfler farkliligin

P<0,05 diizeyinde anlamli oldugunu gostermektedir, (N=6)].
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4.11.Glutatyon- S-Transferaz (GST; EC) 2.5.1.18) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

Soya bitkisi yapraklarinda 9 adet GST izoenzimi tespit edilmistir (Sekil 4.10).

Soya yapraklarina yapilan 6n DHA uygulamasi, kontrol gruplarina kiyasla tiim saatlerde bir
degisime neden olmamistir. Bununla birlikte tuz stresi uygulanan gruplarda kontrol gruplarina
tim saatlerde gore artis gézlenmistir (2,2; 1,4 ve 1,5 kat) Benzer sekilde, 6. saatte GST4 harig
tim izoenzimlerde artis gozlenmistir. 12. saatte ise, GST 2, 3, 5, 6, 7 izoenzimlerinde artis
belirlenmistir. 24. saatte ise GST4 ve GST6 harig tiim izoenzimlerde artis gdzlenmistir. Ayrica
tuz stresi altinda yapilan 6n DHA uygulamasi, sadece tuz stresi uygulanan gruplara kiyasla tiim

saatterde degismemistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. On DHA uygulamasmin soya yapraklarinda GST enzim ve izoenzim ativitesi
tizerindeki zamana bagh etkisi. A: Elekroforez jel gorlintlst B: Total SOD enzim grafigi C)
SOD izoenzim grafigi [K: Kontrol, DHA: Dehidroabietik asit, NaCl: Tuz stresi, DHA + NaCl:
Dehidroabietik asit + Tuz stresi; +: standart hata. Sutunlar Gzerindeki farkli harfler farkliligin

P<0,05 diizeyinde anlamli oldugunu gostermektedir, (N=6)].
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5. TARTISMA

5.1. BuyUume Parametreleri

Tuzluluk, bitkilerin blyume ve gelismesini etkileyen en onemli abiyotik stres faktoriidiir.
(Yang ve Guo, 2018). Literatiirde ¢alisma materyali olan soya bitkisi ile yapilan ¢alismalar
dikkate alindiginda, disaridan uygulanan NaCl konsantrasyonlarinin kok ve govde
uzunluklarinda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (Agarwal ve ark., 2015; Hamayun ve
ark., 2010). Ancak aragtirmamizda, tiim gruplarda bu degerlerin degismedigi gozlenmistir.
Sonuglarimiza benzer sekilde, misir bitkisine yapilan tuz stresi (50 mM) uygulamasinin kok ve
govde uzunlugunda herhangi bir degisime neden olmadig: belirtilmistir (Khodary 2004 ). Bu
sonu¢ sonuglarimizla benzerlik gostermistir. Bu durumun, uygulanan tuz konsantrasyonu ve

stiresi ile ilgili oldugunu diistinmekteyiz.

Calisma konusu olan dehidroabietik asitin tek basina uygulandigi grupta, kok ve govde
uzunluklarinda herhangi bir degisime sebep olmamasi dikkat ¢ekicidir (Cizelge 4.1). Terpen
ailesine ait bilesiklerin bitkilerde biiyiimeyi tesvik ettigi bilinmesine ragmen (Tholl, 2015),
Calismamizda bu etkinin uzunluk degerlerinde goriilmemesinin uygulanan konsantrasyona (3,3

mM) ve siireye (3 giin) bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Kok kuru ve yas agirlik sonuclari incelendiginde, 6n DHA uygulamasinin tiim saatlerde bu
degerleri belirgin bir sekilde arttirdig: tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Bu durumun DHA’nin Ca
ve K iyon gecirgenligini artirmasiyla ilgili oldugunu diistinmekteyiz. Benzer sekilde, Igbal ve
Ashraf 2013 yilinda yapmis olduklart bir ¢alismada, bugday bitkisine digaridan uygulanan
terpen yapisinda oldugu bilinen giberellik asitin govde ve tohum kuru agirligini arttirarak

biliylimeyi tetikledigi belirlenmistir.

Tuzluluk neden oldugu iyonik ve ozmotik stres nedeniyle bitkilerde blylime ve gelisme i¢in
gerekli iyon alimimini engeller ve su kaybina neden olur. Bu durum hiicre 6lumi ve doku

miktarinda azalmaya neden olmaktadir.

Calismamizda, tuz stresi altinda, kok kuru ve yas agirliginda azalma meydana gelmistir. Benzer
sekilde Adhikari ve ark.’nin 2019 yilinda soya bitkisi ile yaptiklar bir ¢aligmada, kok kuru

agirhigmin tuz stresi (6, 12 dSm™) altinda azaldig1 rapor edilmistir.

On DHA altinda yapilan tuz stresi uygulamasi, kok kuru ve yas agirhigin sadece tuz uygulanan

gruplara kiyasla 6nemli 6l¢giide iyilestirmistir. Bu iyilesmenin, terpen uygulanan bitkilerde, i¢sel
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madde birikimini arttirarak veya biliyiime hormonlarim1 tetikleyerek gergeklestirdigini

diistinmekteyiz.

Soya bitkisinin gévde kuru ve yas agirliklari incelendiginde, 6n DHA uygulamasinin herhangi
bir degisime sebep olmadig1 gozlemlenirken, tuz stresi altinda 12. ve 24. saatlerde azaldig:
belirlenmistir. Benzer sekilde, Seckin-Dinler ve ark. 2018 yilinda tuz stresi (200 mM) altindaki
soya bitkisi ile yaptiklar1 bir ¢alismada gévde kuru ve yas agirliginin azaldigi tespit edilmistir.
Buna ek olarak, Essa 2010 yilinda soya bitkisinde arttan tuz konsantrasyonlarin biiyiimeyi
azalttigin1 bildirmistir. Ayrica 5n DHA uygulamas1 yapilan tuz stresi altindaki soya koklerinde
bu degerlerin arttig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen sonuglar incelendiginde,
disaridan uygulanan dehidroabietik asitin kdklerde duyarliliga sebep oldugu ve icsel potasyum
(K) ve kalsiyum (Ca) iyonlarini tetikleyerek topraktan alinimini arttirdigini ve su dengesini
yeniden diizenledigini diisinmekteyiz. Bu diizenlemenin govdeden ziyade kok dokularinda
yapilmasinin iki nedene bagli oldugu disiincesindeyiz. Birincisi tuzluluktan ilk etkilenen
organin kok olusu ve ilk korumanin hasar géren organdan sinyal yoluyla saglanmaya
caligilmasidir. Ikincisi ise soya bitkisi koklerinin parankima hiicrelerinde iyon degisimi

saglayict mekanizmalarinin olusu ve bu mekanizmalarin DHA sinyali ile tetiklenebildigidir.
5.2. Bagil su icerigi

Bitkilerin topraklardaki kullanilabilir su miktarinin azalmasi, hiicre genislemesinin zarar
gérmesine ve siirgiin gelisiminin engellenmesine neden olur (Culha ve c¢akirlar 2011; Hu ve
Schmidhalter, 2005). Bitkilerde bu durum ozmotik basincin artmasina neden olmakta ve
bitkinin su alma kabiliyetini azaltarak bagil su igerigini (BSI) diisiirmektedir. Calismamizda,
on DHA uygulamasi, herhangi bir degisime sebep olmazken, bagil su icerigi tuz stresi altinda
tim saatlerde 6nemli 6l¢iide azalmigtir. Tuz stresi nedeniyle bagil su igerigindeki olumsuz
degisim, dissal ozmotik stres sebebiyle kullanilabilir su miktarmin azalmasindan
kaynaklanmaktir. Bu durum bitkilerde fizyolojik kuraklik olarak tanimlanmaktadir (Tuteja,
2007). Benzer sekilde, tuz stresi altindaki soya bitkilerinde yapilan ¢aligmalarda artan tuz
stresinin  BSI miktarin1 azalttigi rapor edilmistir (Ramana ve ark., 2012 Ghassemi-
Golezani, 2018). Bu sonug, ¢alismamizdaki yaprak alani sonuglari ile uyumludur. Bunun yani
sira, on DHA uygulamasi yapilan tuz stresi altindaki soya yapraklarinda ise sadece tuz stresi
uygulanan gruba kiyasla 6nemli 6l¢iide artmistir (Cizelge 4.2). Buna paralel olarak; Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis, Melissa officinalis bitkilerinde kuraklik stresi altinda BSi’nin

iyilestigi rapor edilmistir (Munné-Bosch ve Alegre, 2003). Calisma sonuglart incelendiginde,
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O0n DHA uygulamasinin stres altinda, hiicre icinde madde birikimini arttirarak, su aliimin
destekledigi kanisindayiz. Bu sonu¢ DHA etkisi ile tuz stresi altinda kok ve govde de azalan

agirligin iyilesmesi ile uyum igerisindedir.
5.3. Yaprak alam

Bitkiler tuz stresine cevap olarak yapraklarda kivrilma egilimi gosterir. Bu olay stres esnasinda
mevcut su durumunun korunmasini saglar. On DHA uygulamasi, herhangi bir degisime sebep
olmazken yaprak alani1 tuz stresi altinda tiim saatlerde 6nemli 6l¢iide azalmistir. Benzer sekilde
Ghoulam ve ark. (2002), Beta vulgaris bitkisinde yaptiklar1 bir ¢alismada yiiksek tuz
konsantrasyonlarinin yaprak alanini azatligin1 vurgulamislardir. Bu bulgu, bagil su igerigi
sonugclari ile uyum igerisindedir. Bununla birlikte tuz stresi altinda 6n DHA uygulamasi yapilan
grupta sadece tuz stresi uygulanan gruba kiyasla 6nemli 6l¢iide artmistir (Cizelge 4.2). Stres
altinda 6n DHA uygulamasiyla yaprak alanindaki bu iyilesmenin bagil su igeriginin

korunmasiyla iligkili oldugunu diisiinmekteyiz.
5.4. Bagil Elektrolit fletkenligi

Elektrolit iletkenligi bitkilerde membran stabilitesi ve dolayisiyla apoplastik yoldaki bagil iyon
icerigi hakkinda bilgi vermektedir (Ashraf ve Ali, 2008). Arastirmamizda, 6n DHA uygulamasi
ile kontrol grubuna kiyasla degismeyen bagil elektrolit iletkenligi yalnizca tuz stresi uygulanan
gruplarda artmistir. Buna paralel olarak yapilan ¢aligmalarda tuz stresi altindaki soya bitkisinde
bagil elektrolit iletkenliginin arttig1 belirtilmistir (Liu ve ark., 2017;Vieira ve ark., 2018). Bu
sonug tuz stresi nedeniyle hiicresel membranlarin islev bozukluguna bagl olarak, iyonlar ve
elektrolitler igin gegirgenligi arttirmis olmasiyla ifade edilebilir. Bununla birlikte 6n DHA
uygulanan stres altindaki gruplarda sadece stres uygulanan gruplara kiyasla azalmistir. Elde
edilen sonuglarin 6n DHA uygulamasinin membran gecirgenligini diizenleyerek koruma
sagladig1 kanisindayiz. Bu sonug, bagil su igerigi ve yaprak alani ve klorofil miktar1 sonuglari

ile de uyum icerisindedir (Cizelge 4.2).
5.5. Klorofil miktari

Calismamizda total klorofil miktarr, 6n DHA uygulamasi ile degismezken sadece tuz stresi
uygulamasi ile azalmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen sonuglar birgok ¢alismada rapor edildigi
gibi (Ning ve ark., 2018; Onodera ve ark., 2019) tuz stresinin soya bitkisinde de iyon birikimine

bagli olarak total klorofil icerigini azaltmistir. Bu sonug elektrolit iletkenligi sonucu ile de uyum
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icerisindedir. Buna ek olarak tuz stresi altinda on DHA uygulamasi, sadece tuz stresi uygulanan
gruba kiyasla klorofil igerigini Onemli diizeyde iyilestirmistir. Arastirma sonuglari
incelendiginde, 6n DHA uygulamasinin membran stabilitesinin yani sira bagil su icerigini de

koruyarak strese karsi toleransi arttirdigi kanisindayiz.
5.6. Prolin miktar

Prolin igerigi bitkilerde tuz toleransina karst 6nemli bir role sahiptir. Prolin genellikle
proteinlerin, membranlarin ve hiicre yapilarinin stabilizasyonu saglar ve ROT'u temizleyerek
hiicrenin korunmasi gibi stres kosullarinda 6nemli rollere sahiptir (Hayat ve ark., 2012; Salinas
ve ark., 2013). Calismamizda, sadece 6n DHA uygulamasi yapilan gruplarda kontrol grubuna
kiyasla degismemistir. Ancak sadece tuz stresi altindaki gruplarda, ilk 6 saatte degismezken
12. ve 24. saatlerde artmistir. Ayrica prolin birikimi stres tepkisi olarak kabul edilir, cunki bitki
hiicrelerinde ozmotik modifikasyona katkida bulunan olaganiistii bir ozmolittir (Zhabg ve ark.,
2017). Ozellikle soya bitkisinde tuz stresi altinda prolin birikimi strese verilen cevaplarda ¢ok
rastlanan bir durumdur. Buna paralel olarak Mai ve Hang (2016), Sabagh ve ark. (2015)
yillarinda yaptiklar1 ¢aligmalarda tuz stresi ile prolin miktarinin arttigini rapor etmislerdir.
Bunun yani sira 6n DHA uygulamasi altinda yapilan tuz stresi gruplarinda 6. saatte
degismezken 12. ve 24. saatte azalmistir. Bu durum DHA’nin stres esnasinda biriken prolin
miktarmni indirgeyerek kendisinin bir antioksidan rolii tistlendigini ve stresin hasarini azalttigini

diistindiirmektedir.
5.7. Hidrojen Peroksit H202

Hidrojen peroksit (H202), bitki hicrelerinin ¢evresel streslere en erken tepkilerinden biri olarak
uretilir ve bu molekul gesitli biyolojik islemlere zarar verebilir (Halliwell, 2006; Gill ve Tuteja,
2010; Das ve Roychoudhury, 2014) Arastrmamizda, On DHA uygulanan gruplarda H,0>
miktar1 degigsmezken, tuz stresi uygulanan gruplarin tiim saatlerinde artmistir. Bu sonu¢ MDA
sonuclart ile uyum icerisindedir (Sekil 4.4). Ancak ayni grupta, SOD enzim aktivitesi artmadigi
halde hidrojen peroksit miktarinin artis gostermesi, bu maddeyi iireten baska enzimleri
(NADPH, XOD) calistirmasi ile agiklanabilir. Benzer sekilde Aksoy ve Seckin-Dinler’in
(2014) yilinda soya bitkisi ile yaptiklart ¢alismada tuz stresi ile H202 miktariin arttig
kanitlanmistir. Bununla birlikte tuz stresi altinda 6n DHA uygulamasi yapilan grupta sadece tuz
stresi uygulanan gruba kiyasla tiim saatlerde 6nemli 6l¢iide azalmistir (Sekil 4.3) Bu sonug ayni

saatlerde artan hidrojen peroksitin savrulmasindan sorumlu APX enzim aktivitesi ile
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uyumludur. Sonuglar incelendiginde DHA uygulamasinin stres altinda bu enzim aktivitesini

arttirarak oksidatif hasar1 6nledigi ortaya ¢ikmustir.

5.8. Lipit Peroksidasyonu (MDA)

Lipid peroksidasyon Urnleri, stresli bitkilerde 6nemli oksidatif stres belirteci olarak kabul
edilir (Anjum ve ark., 2015). Calismamizda, On DHA uygulanan gruplarda MDA miktar1
degismezken, tuz stresi uygulanan gruplarin tiim saatlerinde artmistir. Benzer sekilde Seckin-
Dinler ve ark.’nin (2016) yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada tuz stresi altindaki soya bitkisinde
MDA miktarinin saatlere bagl arttigi bildirilmistir. Bu sonu¢ 6n DHA uygulamasinin soya
bitkilerinde strese neden olmadiginin kanitidir. Dahasi, tuz stresi altinda 6n DHA uygulamasi
yapilan grupta sadece tuz stresi uygulanan gruba kiyasla tiim saatlerde 6nemli 6l¢iide azalmistir.
Sonuglar incelendiginde, dehidroabietik asitin hem membran biitlinliigiini korudugu, hem de

SOD ve APX enzim aktivitelerini arttirarak stresi yok ettigi tespit edilmistir.
5.9. Hidroksil Ayon Radikali (OH*) Savurma Kapasitesi

En  reaktif radikal olarak  bilinen OH", membran fosfolipidlerinin yag  asidi yan
zincirlerine saldirir ve stres kosullarindan kaynaklanan lipit peroksidasyonunu uyarir (Liu ve
ark., 2014). Calismamizda, hidroksil anyon radikali savurma kapasitesi 6n DHA uygulanan
gruplarda kontrol grubuna kiyasla degismezken, tuz stresi altindaki gruplarda azalmistir. Bu
sonu¢ MDA miktarindaki degisim ile uyum igerisindedir. Lin ve ark.’nin (2012) yilinda
Cucumis sativus L. ile yaptiklari bir caligmada OH" savurma kapasitesinin tuz stresi ile
azaldigin bildirmislerdir. Bunun yani sira tuz stresi altinda 6n DHA uygulamasinin etkisiyle,
hidroksil anyon radikali savurma kapasitesinin arrtirsina bagli olarak MDA ve H202 miktarlar
azalmistir. Bu durum, DHA’nin diger koruyucu ozellikleri ile uyum icerisinde olup, reaktif

oksijen tiirlerini yok edici mekanizmalar1 aktive ettigini ortaya koymaktadir.
5.10. Superoksit Anyon Radikali (02" ) Savurma Kapasitesi

Superoksit anyon radikali (O2"), genellikle hidrojen peroksitve diger ROT iireten reaksiyon
basamaklarinin baslaticis1 olarak gérev yapan reaktif bir oksijen tiiriidiir. Arastirmamizda, 6n
DHA uygulamasi ile siiperoksit anyon radikali (O2") savurma kapasitesi degismezken sadece
tuz stresi uygulanan gruplarda azalmistir. Bu sonug¢ artan MDA ve H202 sonucu ile uyum
icerisindedir. Tuz stresine bagl olarak olusan ROT, hiicrelerde toksisiteye sebep olmakta ve
radikal savurma kapasitelerini azaltmaktadir. Benzer sekilde, Sereflioglu ve ark., (2017)

;Sarisoy ve ark. (2018) yilinda soya bitkisi ile yaptiklari bir calismada siliperoksit anyon radikali
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(O27) savurma kapasitesinin azaldigini rapor etmislerdir. Bunun yani sira 6n DHA uygulamasi
altinda yapilan tuz stresi gruplarinda siiperoksit anyon radikali (O2"), savurma kapasitesi
artmistir. Bu sonucun, DHA’nin H>O; miktarin1 azaltarak stres toleransini arttirdigi
diisiincesindeyiz. Buna paralel olarak diterpenlerden biri olan karnosik asitinde in vitro
kosullarda antioksidan 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Aruoma ve ark 1992; Schwarz ve ark.,

1992).
5.11. Antioksidan enzim ve izoenzim aktiviteleri
5.11.1.Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) enzim ve izoenzim aktivitesi

Siiperoksit radikali stiperoksitdismutazlar (SOD'lar) ile H.Oz'ye indirgenebilmektedir (Foyer
ve Noctor, 2018) Arastirmamizda 6n DHA uygulamasinin tiim saatlerde SOD enzim
aktivitesini degistirmedigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ uygulanan DHA nin bitkide herhangi bir
strese sebep olmadigini kanitlar niteliktedir. DHA uygulamasi ile degismeyen H2O2 miktari
dikkate alindiginda bu sonug ile uyum igerisinde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3). Bunun yani
sira tuz stresinin SOD enzim aktivitesini 6. Saatte arttirip, 12. Saatte azaltmis olmas1 dikkat
cekicidir. Bu bulgu soya bitkisinin ilk 6 saat icerisinde tuzluluga (200 mM) cevap verebildigini
diistindiirmektedir. Benzer sekilde tuz stresi ile iki farkli soya kiiltivari ile yapilan ¢aligmada
SOD enzim aktivitesinin degigsmegi rapor edilmistir (Vieira ve ark., 2019) Buna zit olarak, Khan
(2018) y1linda tuz stresi altindaki soya bitkisinde yaptigi bir ¢alismada SOD enzim aktivitesinin
azaldig1 rapor edilmistir. Calismamizda, 24. saatte ise bu aktivitenin degismemis olmasi
tuzlulugun membranlarda yaptig1 hasar1 ortaya koyan MDA miktar1 sonuglari ile uyum
icindedir (Sekil 4.4). Ayrica DHA uygulamasi altinda yapilan tuz uygulamasi SOD enzim
aktivitesini sadece tuz stresi uygulanan gruba kiyasla arttirmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde, DHA nin tuz stresi altinda sinyal iletim rolii listlenerek SOD enzim aktivitesini

arttirdig1 diislinilmektedir.
5.11.2.Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Enzim Aktivitesi

Peroksidaz enzimi tuz stresiyle olusan reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda etkilidir.
Bunun yani sira hiicre ceperi iginde ¢epere bagli bulunan peroksidaz enzimi (POX), ii¢
fidroksisinnamil (p-kumaril, koniferil ve sinapil) alkollerin oksidatif polimerlesmesini katalize
eder. Daha sonra sirastyla lignin polimerin p-hidroksifenil (H), guaiasil (G) ve syringyl (S)
birimlerini tireterek ligninlesmeyi saglar (Boerjan ve ark., 2003) Caligmamizda POX enzim

aktivitesi on DHA uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla sadece ilk 6 saatte artmis 12. ve
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24. saatlerde degismemistir. Bu durum, soya yapraklarinda artan POX enziminin hidrojen
peroksiti siipiirme aktivitesindeki roliiniin yani sira stres altinda hiicre ¢eperinde ligninlesmede

rol aldigin1 diistindiirmektedir.

Ayrica, sadece tuz stresine maruz kalan bitkilerdeki sonuglar ele alindiginda, POX enzim
aktivitesinin kontrol gurubuna kiyasla arttig1 tespit edilmistir. H2O2 ve MDA miktarlarindaki
artis dikkate alindiginda, POX enzim aktivitesindeki artisin soya yapraklarini stresten korumak
icin yeterli olmadig: tespit edilmistir. Buna paralel olarak Ghafari ve ark.’1 (2018) yilinda
yaptiklari bir ¢alismada tuz stresi altindaki soya bitkisinde POX enzim aktivitesinin arttigini
savunmuslardir. Dahasi, On DHA uygulamasi yapilan tuz stresi altindaki soya yapraklarinda
ise sadece tuz stresi uygulanan gruba kiyasla sadece 6. saatte artis gdzlenmistir. Bu sonug,
peroksidaz enziminin lignin biyosentezini arttirdig1 yoniindeki tespitler ile uyum igerisindedir.
Benzer sekilde Neves ve arkadaglart (2010) yilinda yaptiklar bir calismada, 50-200 mM tuz
stresi altindaki soya bitkisi koklerinde POX enzim aktivitesine bagli hiicre geperlerinde lignin

miktariin arttigini rapor etmislerdir.
5.11.3.Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

Hidrojen peroksit, (H202) metabolizmasinda rol oynayan ana enzimlerden biri askorbat
peroksidazlar (APX'ler)’dir (Smirnoff, ve ark., 2019). Arastirmamizda, sadece DHA ve sadece
tuz uygulanan grupta APX enzim aktivitesi degismemistir (Sekil 4.9) Buna paralel olarak
Sekmen ve ark. 2007 yilinda tuz stresi altindaki Plantago maritima L. bitkisinde APX enzim
aktivitesinin degismedigi rapor edilmistir. Tuz stresi uygulamasi ile artan H>O> miktar1 bu
sonucu destekler niteliktedir. Ote yandan tuz stresi altinda én DHA uygulanan grupta APX
enzim aktivitesi artmustir. Elde edilen sonuclar, hidrojen peroksit ve malondialdehid
miktarlarindaki azalma ile uyum igerisindedir ve stres esnasinda DHA’nin bir sinyal molekiil

rolii iistlendigini kanitlar niteliktedir.
5.11.4.Glutatyon- S-Transferaz (GST; EC: 2.5.1.18) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

GST'ler toksik organik hidroperoksitleri temizleyen ve oksidatif hasardan koruyan GSH'ye
bagli peroksidaz reaksiyonlarini katalize edebilirler (Islam ve ark., 2019) Calismamizda, 6n
DHA uygulamasi yapilan gruplarda kontrol gruplarina kiyasla tiim saatlerde bir degisim
gozlenmemistir. Bununla birlikte sadece tuz stresi uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla
GST enzim aktivitesi artmistir (Sekil 4.10). Benzer sekilde, Dinler ve ark. (2014), yilinda tuz
stresi (200 mM) altindaki soya bitkisinde yaptiklari calismada GST enzim aktivitesinin 6. saatte
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artt1g1 rapor edilmistir. Ayrica tuz stresi altinda yapilan 6n DHA uygulamasi, sadece tuz stresi
uygulanan gruba kiyasla tiim saatlerde degismemistir. Elde edilen sonuglar, DHA’nin GST
enzim aktivitesi iizerinde herhangi bir etki olusturmadigini gostermektedir. Bu durum,
DHA’nin uyarabilecegi hormonlarin GST sinyal yolu iizerinde etkisi olmadigini kanitlar

niteliktedir.
5.12. WRKY

WRKY transkripsiyon faktorleri, transkripsiyonel duzenleyicilerin en buylk ailesini
olusturmakta ve Arabidopsis’te 72, soya ve kavak bitkilerinde 100’den fazla temsilcisi
bulunmaktadir (Rushton ve ark., 2010; Pandey ve ark., 2014). WRKY gen ailesi, bitki stres
cevaplar ile ilgili transkripsiyonel yeniden programlamanin diizenlenmesinde 6nemli role
sahiptir (Bakshi ve Oelmdiller, 2014). Stres kosullar1 altinda soya bitkisinde GmWRKY’ler ile
ilgili cok sayida rapora rastlanmistir. Transgenik Arabidopsis bitkisinde, GmWRKY13 geninin
hem abiyotik strese hem de yan kok gelisiminde rol oynadig: belirlenmistir ( Zhou ve ark.,
2008). Ayrica, GmMWRKY111 geninin asirt ifadesinin transgenik soya bitkisinde tuz stresine

olan toleransi arttirdigi rapor edilmistir (Xu ve ark., 2014).

Bu ¢alismada, 6n DHA uygulamasi altinda yapilan tuz stresinin 12. ve 24. saatlerinde WRKY71
gen ifadesinin belirgin bir sekilde arttifi ancak yalniz tuz uygulamasi ve yalmiz DHA
uygulamasi ile degismedigi gézlenmistir (Sekil 4.6). Bu sonug, DHA nin soya bitkisinde tuz

toleransini arttirmada sinyal iletim yolunda gorevli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ote yandan, WRKY gen ailesinin bitkilerde ROS sinyallemesinde gorevli oldugu tespit
edilmistir (Davletova ve ark., 2005). Ornegin, TaWRKY10 genini bugdaydan alinip transgenik
titlin bitkisinde asir1 ifade edilmesi ile tuzluluk ve kuraklik stresinin olusturdugu MDA ve
hidrojen peroksit miktarini indirgedigi belirlenmistir (Banerjee ve Roychoudhur, 2015).
Arastirmamizda, WRKY-71 gen ifadesinin DHA etkisi ile arttig1 gruplarda POX ve GST enzim
aktivitesinin degismedigi gozlenmistir. Bu durum, DHA nin igsel hormonlar (ABA, SA, JA,
NO)’1n birikimini arttirarak WRKY-71 gen ifadelerini arttirdig1 ve bazi antioksidan enzimlerin

de artigina sebep oldugunu kanitlar niteliktedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER
Arastirmamizda, tuz stresi altindaki soya yapraklarina yapilan 6n DHA uygulamasinin strese
olan cevap mekanizmalarin1 uyararak stres altinda azalan kok yas ve kuru agirligini, bagil su
icerigini, membran iletkenligini, klorofil miktarmi ve yaprak alanmni iyilestirdigi tespit
edilmistir. Ayrica, calismamizda abietikditerpen grubuna dahil olan DHA, soya yapraklarinda
hem antioksidan 6zelligi gostermis hem de antioksidan savunma sistemine ait SOD, POX
(sadece 6.saat) ve APX enzim aktivitesini uyarmigtir. Bununla beraber, tuz stresi altinda ifade
edilmeyen WRKY-71 geninin DHA uygulamasi yapilan stres altindaki bitkilerde ifadesinin
artmis olmasi oldukca ilgi ¢ekicidir. Elde edilen sonuglar, DHA’ ’nin abiyotik streslerden biri
olan tuz stresine verilen cevaplarda koruyucu rol aldig1 ve bunuigsel hormon (ABA, SA, JA)
diizeylerini arttirarak gergeklestirebilecegini diisiindliirmektedir. Bu nedenle bitkilerin stres
toleransini arttirmada DHA’nin 6nemli bir rol oynayabilecegi ve bu maddenin molekiiler

diizeyde yapilan baska ¢aligmalar ile arastirilmasinin faydali olacagi kanisindayiz.
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