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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KURAKLIK STRESi KOSULLARINDA NiTRiK OKSiT UYGULAMALARININ YEREL VE
YABANi KARPUZ GENOTIPLERININ GELiSiMi UZERINE ETKiSi

Zuhal Zeynep AVSAROGLU

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Doc.Dr Tijen DEMIRAL
Y1l:2015, Sayfa: 61

Bu ¢aligmamizda karpuz Citrullus colocynthis yabani genotipinin kuraklik kosullarina toleransl olan
KAR 98 ve kuraklik kosullarina duyarlt olan KAR 147 genotipleri kullanilmigtir. Farkli kuraklik
tepkilerine sahip bu iki karpuz genotipinin kuraklik stresi toleranslari {izerine, nitrik oksit (NO)
uygulamasinin etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada, ozmotik stres olusturmak amaciyla bitkilere
Hoagland besin soliisyonu iginde 10 giin boyunca %15 PEG 6000 uygulanmistir ve NO donoru olarak
100 uM sodyum nitropiirisid (SNP) kullanilmistir. NO uygulamasina paralel olarak ayni dozda NO-
temizleyici ajan olarak bilinen (cPTIO) tatbik edilmistir. Karpuz genotiplerinin kuraklik stresi
tepkileri {izerine NO'in etkilerini ortaya koymak amaciyla kok ve govdelerin boyu, yas ve kuru
agirliklart gibi temel biiylime parametreleri, iyon sizintisi, malondialdehit (MDA) miktar1 ve
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX) antioksidan enzim aktiviteleri gibi
biyokimyasal parametreler incelenmistir.

ANAHTAR KELIMLER: Karpuz, azot oksit, kuraklik, antioksidan enzimler, lipid peroksidasyonu



ABSTRACT

MSc Thesis

THE EFFECTS OF NITRIC OXIDE APPLICATIONS ON THE GROWTH OF
LOCAL AND WILD TYPES OF WATERMELON GENOTYPES UNDER DROUGHT
CONDITIONS

Zuhal Zeynep AVSAROGLU
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Institute of Natural And Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Tijen DEMIRAL
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In this study, two different genotypes of wild watermelon Citrullus colocynthis, drought-tolerant KAR
98 and drought-sensitive KAR 147 were used. The effect of nitric oxide (NO) treatment on drought
tolerance of two watermelon genotypes was investigated by treating plants at with 15% PEG 6000 in
Hoagland solution for ten days. 100 uM sodium nitropurisside (SNP) was used as NO donor and 100
uM (cPTIO) was used to scavenge NO. Physiological parameters including growth parameters
(lengths, fresh and dry weights of shoots and roots), electrolyte leakage, malondialdehyde (MDA)
content and activities of antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POX), were analyzed.

KEY WORDS: Watermelon, nitric oxide, drought, antioxidant enzymes, lipid peroxidation
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1. GIRIS

Kuraklik, tarimsal iiretimi etkileyen en onemli ¢evresel faktorlerden biri
olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Boyer, 1982; Kugvuran ve ark., 2008a). Diinya
tizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siniflandirildiginda dogal bir
stres faktorii olan kuraklik stresi %26’lik payiyla en biiyiik dilimi igermektedir. Bu
durumda, kuraklik stresi biliylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin ¢evresel streslerden
biri durumundadir. Yapilan son arastirmalara gore, kiiresel 1sinmanin potansiyel
etkileri agisindan risk grubu iilkeler arasinda bulunan Tiirkiye dahil Giiney Avrupa’y1
icine alan bolgenin 2030 yilinda oldukca kuru ve sicak bir iklimin etkisine girecegi
bildirilmektedir. Diinyadaki dogal kaynaklarmm niifusu besleme kapasitelerinin
azalmasina ve bunun sonucunda milyonlarca insanin agliktan Olmesine neden
olabilecegi goz oniine alindiginda, kuraklik, diinya iizerindeki tiim canli yagami igin
tehlike olusturmaktadir. Bu nedenle kuraklik stresine dayanikli bitki tiirlerinin
belirlenmesi, tolerans mekanizmalarinin  agiklanmasi,  bitkilerin ~ kurakliga
dayanikliligini arttiran veya etkileyen unsurlarin belirlenmesi 6zellikle insanlarin
neden oldugu kiiresel 1sinma sonucunda etkisini giderek arttiran kurakligin ileride

tiim canlilar i¢in biiyiik bir sorun haline gelmesini 6nlemede 6nemli rol oynayacaktir.

Kiiltiir bitkilerinin kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres kosullarina kars:
farkli seviyelerde dayaniklilik gosteren genotiplere sahip olduklari bilinmektedir.
Bitkisel tiretim asamasinda tercih edilen genotiplerin de abiyotik stres kosullarina
kars1 tolerans seviyelerinin yetersiz olmasi bitkilerde bircok metabolik olay1 olumsuz
yonde etkilemekte ve iiriin kalitesi ile verim kayiplarina sebep olmaktadir. Abiyotik
stres sartlarinda yiirlitiilen caligmalarda nitrik oksidin bitkinin stres kosullarina
tolerans diizeyini farkli bitki gruplarinda (bezelye, fasulye, misir) arttirdig
belirlenmistir. Bitkilerde stres kosullar altinda sinyal iletim yolunda gbrev alan ve
aktif oksijen tiirleri ile karsilikli etkilesim igerisine girerek lipid peroksidasyonunun
inhibisyonunu saglayan ve potansiyel antioksidan roliinii isaret eden nitrik oksidin,

bitki metabolizmasinda 6zellikle kuraklik stresi kosullarinda stiperoksit radikalleri ile
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reaksiyona girerek okside edici 6zellik kazandirdig1 ortaya konulmustur (Beligni ve
Lamattina, 1999; Boveris ve ark., 2000; Vranova ve ark., 2002).

Karpuz; yaklasik olarak 1.8 m’ye kadar giden kok yapisindan dolay1 kurakliga
toleranshidir. Afrika, Asya ve Akdeniz’in sicak bolgelerinde yetisen ve
Cucurbitaceae familyasina giren Citrullus cinsi 4 tiir olup, bu tiirler diploid (2n = 22)
kromozom sayisina sahiptirler (Whitaker ve Davis, 1962; Jeffrey, 1975; Robinson ve
Decker-Walters, 1997). Adi gegen tiirlerden C. lanatus (Thunb.) Matsum ve Nakai
giintimiizde ticari olarak yetistiriciligi yapilan ve karpuz olarak tiiketilen tiirtidiir.
Diger tiirler ise C. colocynthis (L.) Schrad., C. eccirrhosus ve C. rehmii De
Winter’dir (Robinson ve Deckers-Walters, 1997). C. lanatus ve C. rehmii tek yillik
tirler iken, C. colocynthis ve C. eccirrhosus ¢ok yillik tiirlerdir (Jarret ve Newman,
2000). Tum Citrullus tiirlerinin gen merkezi Afrika’dir (Robinson ve Deckers-
Walters, 1997). Whitaker ve Davis (1962), Hindistan’in ikincil bir gen merkezi

oldugunu savunmuslardir. Tiirkiye ise karpuzun ikincil gen merkezleri arasindadir.

Diinya karpuz iiretiminde yaklasik olarak % 4 paya sahip olan iilkemizin diger
sebze alan ve lretimlerine gore karpuza ayirdigi alan ve elde edilen karpuz {iretim
orani ile ilk siralarda yer almasi ile birlikte oldukga yiiksek bir ekonomik degere
sahip olan karpuz genotiplerinin kuraklik kosullarina maruz kaldiklarinda 6nemli
verim kaybina ugradiklart bilinmektedir. Bu nedenle bu c¢alismada, kuraklik stresi
kosullarina maruz birakilan karpuz genotiplerine nitrik oksit uygulamasinin kuraklik
stresi toleransi lizerine potansiyel iyilestirici etkisi belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu
amagla, kurakliga kars1 farkli tepkilere sahip oldugu bilinen karpuz genotiplerinin
kuraklik kosullarina maruz birakildiklar1 ortamda nitrik oksit uygulamasinin bitkinin
gelistirdigi savunma mekanizmasi {izerine muhtemel iyilestirici etkileri farkh
bliylime evrelerinde yapilan 6rneklemelerle ele alinmistir. Biiylime parametrelerinin
yani sira, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX) enzim
aktiviteleri belirlenmis ve lipid peroksidasyon diizeyi ve elektrolit sizintis1 analiz

edilerek bitki gruplarinin tepkileri ortaya konulmaya calisilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR Zuhal Zevnep AVSAROGLU

2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Bitkilerde Kurakhk Stresi

Bitkiler yasam siiregleri igerisinde degisik stres kosullari ile karsilasirlar. Stres
altinda bitkilerin gelismeleri, metabolizmalar1 ve verimleri 6nemli 6lgiide olumsuz
etkilenir. Kuraklik, yetersiz beslenme, tuzluluk, diisiik ve yiiksek sicaklik, toprak ve
atmosfer kirliligi, radyasyon bitkisel {tiretimde verimi sinirlandiran abiyotik
streslerdir (Lawlor ve Cornic, 2002). Sayilan abiyotik stresler i¢inde kuraklik bitkisel
tiretimi sinirlandiran en 6nemli stres kosuludur. Bitkiler kuraklik stresi ile, kokleri
yeterince su alamadiginda veya transpirasyon oranmnin c¢ok yiiksek oldugu
durumlarda tanisirlar. Bu iki kosul kurak ve yar1 kurak bolgelerde siklikla olusur.
Kurak, bitkilerde; mineral elementler, serbest radikaller, iyonlar, hormonlar, lipidler,
karbonhidratlar, niikleik asitler gibi bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal olay1 etkileyen
ve hemen hemen tiim bitki fonksiyonlarini etkileyen kompleks bir yapidir (Hongbo
ve ark., 2005). Cevresel bir stres olarak nitelendirilen kuraklik sonucunda bitkiler, bu
stres tipine Kkarsi bazi tepkiler gostermektedirler. Toprak iistii organlarinda ve
Ozellikle yapraklarda su depolamasi, su kullanilmasini en aza indirgenerek ekonomik
su kullanom yoluyla metabolizmalarin siirdiiriilmesi ya da kuraklik dénemi
baslamadan ©Once yasam dongiilerinin tamamlamasi, bu tepkilerden bazilaridir.
Bitkiler bu tiir stres durumlarinda, tolerans ve sakinma olarak iki tiir kagis
mekanizmalaria sahiptirler. Bu noktada stresin olumsuz etkilerinden korunmasi
morfolojik, anatomik ya da fizyolojik yollardan sakinma mekanizmasini, siddetli bir
stres meydana gelmeden Once bitkinin yagam dongiisiinii tamamlamasi ise kaginma

mekanizmasini olusturmaktadir.

Bitkilerde kuraklik stresini meydana gelmesini saglayan fizyolojik olaylardan
en belirgini, turgorun azalmasi ve stoma ac¢ikliginin daralmasidir. Hiicresel
metabolitlerin birikmesinden dolayi, enzimatik olaylarin karisikligi ve metabolik
oranlar arasindaki uyum bozulur. Bitkilerin daha uzun siire stres kosullarinda

kalmastyla olusan diger kriterler; kutikula kalinligi, kék yogunlugu ve koklerden
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uclara dogru uzanan dokunun degismesi olaylaridir. Stres sirasinda bitkilerin
ugrayabildigi fizyolojik degisikliklerden birisi de, ozmotik diizenlemedir. Stres ile
hiicrelerin osmotik potansiyelinde artislar meydana gelir. Bu ise turgorun
korunmasina yardim eder. Stres sirasinda ¢6ziicli suyun azalmasindan dolayi,
¢ozeltinin konsantrasyonu artarken, osmotik potansiyel yavas yavas azalir. Fakat
normal olay haricinde bazi bitkilerde hiicrelerin net ¢oziicii igeriginin arttigi goriliir

(Hale ve Orcutt, 1987).

Ister biyotik, isterse abiyotik kdkenli olsun, bitkiler herhangi bir stres faktorii
ile kars1 karsiya kaldiklarinda fotosentetik karbon metabolizmasi ve elektron taginim
aktivitesi azalmaktadir. Suyun kisith oldugu periyotlarda, vejetatif bitki dokularinda
oksidatif stresin en yaygmn nedeninin kloroplastta gergeklesen 1sik-klorofil
etkilesimleri oldugu diistintilmektedir (Farrant, 2000). Su kisitli hale gelirken, bitki
daha fazla su kaybetmemek ve canliligini siirdiirebilmek igin de stomalarini
kapatmaktadir. Boylece fotosentezin temel maddelerinden biri olan karbondioksitin
girisi de engellenmis olmakta, CO, fiksasyonu azalmaktadir. Stres kosullarinda,
bitkilerde biyosentetik reaksiyonlarin gerilemesi ve ATP’ye olan gereksinimin
azalmas1 sonucunda mitokondri ve kloroplastlardaki elektron tagima sisteminde
elektron fazlalig1 olusabilmektedir (Eker, 2002). Fotosentez icin absorbe edilen 151k
enerjisi ve acgiga c¢ikan elektronlar, yeterli CO, olmadigindan ve bu nedenle CO;
indirgenmesinde kullanilamadigindan, kloroplastlarda biriktirilmekte ve molekiiler
O2'nin aktivasyonunda kullanilmaktadir. Bu tiir olumsuz kosullarda, fotosentetik
kaynakli elektronlar ve pigmentler tarafindan absorbe edilmis olan enerji, CO, yerine
molekiiler Oy'ye aktarilmakta ve toksik etkileri ¢ok yiiksek olan oksijen radikalleri ve
tirevleri olugsmaktadir (Okuda ve ark., 1991; Asada, 1994; Foyer ve ark., 1994;
Cakmak, 1994). Bunlar stiperoksit radikali (O,"); hidrojen peroksit (H,O,); hidroksil
radikali (-OH) ve tekli (singlet) oksijen (*O,) olarak adlandirilmaktadir (Cakmak,
1994; Makela ve ark., 1999). Kuraklik stresi altinda agiga ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin bitkilerde hiicresel diizeyde hasara yol actigi bilinmektedir. Serbest
oksijen radikalleri hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonuna neden olmakta ve bu da
hiicre zarinin tahrip olmasina yol agmaktadir. Toksik oksijen radikallerini stres

kosullarinda artan oranlarda sentezlenmesi, 6zellikle ortamdaki 151k yogunlugunun
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fazla olmasiyla daha da etkin olabilmekte; bitkilerdeki klorofil ve hiicre zar1 hasari
seklinde ortaya cikan fotooksidatif zararlara neden olmaktadir. Serbest oksijen
radikalleri, Oncelikle hiicre zarlarinin fosfolipidlerini (6zellikle doymamis yag
asitlerini) (Fridovich, 1986; Shalata ve Tal, 1998; Sreenivasulu ve ark., 1999),
proteinleri (Davies, 1987), niikleik asitleri (Fridovich, 1986; Imlay ve Linn, 1988) ve
klorofili parcalamakta ve bu etkiler yiliksek 151k yogunlugunda daha da artmaktadir
(Foyer ve ark., 1994; Cakmak ve ark., 1995; Eker, 2002). Cesitli arastirmalar, tuz
stresi altinda yetisen bitkilerde goriilen nekrozlarin, oksijen radikallerince
gerceklestirilen hiicre zarlarindaki lipit tahribatindan; klorozun ise oksijen
radikallerinin klorofili par¢alamasindan kaynaklandigini gostermektedir (Heath ve
Packer, 1968; Salin, 1987; Gepstein, 1988; Gossett ve ark., 1994; Streb ve
Feierabend, 1996). Bitkiler, stres kosullarinda ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerine karsi, bazi savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Bunlarin bir kismi
enzimatik yollarla yapilan savunmalar ve toksik etkilerin ortadan kaldirilmasina
yonelik tepkimeleri icermektedir, diger bir kismi1 ise enzimatik olmayan madde ve
yollarla iliskilidir. Diger bir deyisle bitkiler kendilerini toksik O, tiirevlerine karsi
koruyan, degisik miktarlarda antioksidanlara ve antioksidan enzimlere sahiptirler
(Asada ve Takahashi, 1987).

Enzimatik yollarla toksik oksijen radikallerinin zararsiz formlara
doniistiiriilmesi, yalnizca bitkilerde degil, son yillarda tiim canlilarda hiicre
tahribatinin 6niine gegmede etkin olarak literatiire ge¢mistir. Siiperoksit dismutaz
(SOD; EC 1.15.1.1), siiperoksit radikalinin detoksifikasyonundan sorumlu enzimdir.
(Gossett ve ark.,, 1994)'in deyimiyle SOD, siiperoksitin (O2") en Onemli
ogiitiiclisiidiir ve bu enzimatik aktivite, H,O, olusumuyla sonuglanir. Askorbat
peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) ve glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) enzimleri
ise, beraberce hidrojen peroksitin detoksifikosyonunda belirleyici rol oynamaktadir
(Cakmak ve ark., 1993). Hidrojen peroksit, Kalvin dongiisiinlin tiyol igeren
enzimlerinin oksidasyonunda ve bdylece fotosentezin engellenmesinde dogrudan rol
oynamaktadir (Tanaka ve ark., 1982). Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6), askorbat
peroksidaz (Chen ve Asada, 1989) ve birka¢ genel peroksidaz, hidrojen peroksitin

parcalanmasini katalize etmektedir. Ancak (Asada ve Takahashi, 1987), katalazin
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etkisinin zayif olmasi nedeniyle asil detoksifikasyonun, ‘“askorbat-glutatyon
dongiisii” olarak tanimlanan bir mekanizma sayesinde gerceklestigini bildirmektedir.
Askorbat peroksidaz (APX), hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda belirleyici ana
rolii iistlenmistir. Bu islevi gerceklestirmek i¢in askorbat peroksidaz enzimi, askorbik
asiti kullanmakta ve reaksiyon sonucunda monodehidro askorbat ile su, iirlin olarak
cikmaktadir. Askorbata bagli H;O, doniistirme sistemi; APX'in yaninda
monodehidroaskorbat rediiktaz (EC 1.6.5.4), dehidroaskorbat rediiktaz (EC 1.8.5.1)
ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerine de ihtiya¢ duyar (Hossain ve ark., 1984;
Bowler ve ark., 1992). Bu enzimlerin isbirligi, zararli aktif oksijenlerin olumsuz
etkilerini gidermede biiylik 6nem tasimaktadir. Hidrojen peroksitin zararsiz hale
getirilmesindeki reaksiyon siralamasinda 6nce askorbat peroksidazin enzimatik islevi
sonucunda monodehidroaskorbat radikalleri {iretilmekte; bunlar NADPH-bagh
monodehidroaskarbat radikal rediiktaz tarafindan dehidroaskorbat’a
indirgenmektedir. Dehidroaskorbat, enzimatik olmayan bir yolla glutatyon'un
indirgenmesiyle ve dehidroaskorbat rediiktaz enzimi aktivitesiyle enzimatik yolla
askorbat'a indirgenir. Okside glutatyon, NADPH-bagli glutatyon rediiktaz enzimi
sayesinde indirgenmis bir yapiya dontisiir (Gossett ve ark., 1994). Askorbik asit
(askorbat), vitamin-E (-tokoferol), glutatyon, karoten ve zeaksantin karotenoidi gibi
baz1 bilinen maddeler, bitkilerin stres kosullarinda ortaya cikarak toksik etki yapan
serbest oksijen radikallerine kargi kullandig1 basta gelen antioksidanlardir (Cakmak
ve Marschner, 1992).

Stres faktorlerinin neden oldugu oksidatif zararlanmanin en etkili oldugu hiicre
kisimlarindan birisi hiicre zarlaridir. Oksidatif zararlanma sonucunda hiicre
zarlarinda lipid peroksidasyonu meydana gelmekte ve zarin gegirgenligi bozularak
hiicre sivisinin  hiicre i¢inde tutulamamasi sonucunda bitki Oliime dogru
yonelmektedir. Oksidatif zararlanmaya neden olan kuraklik stresi {izerinde calisan
(Dhindsa ve Mathowe, 1981); SOD ve katalaz enzimlerinin aktiviteleri ile lipid
peroksidasyonu diizeyinin sinirlanmasi1 arasinda c¢ok iyi bir pozitif etkilesim

oldugunu belirlemislerdir.

Bitkiler; tuzluluk, kuraklik, herbisit uygulamalari, beslenme bozuklugu gibi
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cevresel stresler karsisinda {iretilen reaktif oksijen ¢esitleri (ROT) membranlara ve
yaglar, DNA, proteinler, fotosentetik pigmentler gibi gerekli makro molekiillere
zarar vermektedir. Bitkilerin strese toleranslari, bilinyelerinde sahip olduklar1 ve
ROT’ni etkisiz hale getiren antioksidan enzimler ve antioksidanlar ile dogrudan
baglantilidir (Ashraf ve Ali, 2007). Domates, bugday, bezelye ve darida yapilan
calismalarda toleransli ¢esitlerin hassas olanlara gore daha yiliksek enzim aktivitesine
sahip oldugu ortaya konmustur (Hernandez ve ark., 2000; Sreenivasulu ve ark., 2000;
Sairam ve ark., 2002; Mittova ve ark., 2004; Sairam ve ark., 2005). Yasar ve ark.
(2008b), yaptiklar1 bir ¢alismada GS57 ve 4F-89 fasulye genotiplerinde farkli tuz
konsantrasyonlart (0, 50 ve 100 mM) altinda antioksidan enzim aktiviteleri ile
toplam klorofil ve MDA miktarinda meydana gelen degisimleri incelemislerdir. Su
kiiltiiri ortaminda gergeklesen calismada bitkiler 7 gilin siire ile strese maruz
birakilmistir. Calisma sonunda GR enzim aktivitesi her iki genotipte de azalma
gostermistir. CAT ve APX enzim aktiviteleri, toleransli olan GS57 genotipinde daha
yiiksek bulunmustur. Tuz konsantrasyonundaki artis ile birlikte MDA miktar1 her iki
genotipte de artis gdstermesine ragmen tuza hassas olan 4F-89 genotipinde daha
yiiksek bulunmustur. Artan tuz stresi klorofil miktarinin 6zellikle 4F-89 genotipinde
azalmasina neden olurken, GS57 genotipinde klorofil miktarinda 6nemli bir degisim
kaydedilmemistir. Serbest radikallerin, 6zellikle aktif oksijen tiirlerinin (siiperoksit
molekiilii (O, ), singlet oksijen, hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikallerini
(-‘OH-) olusumunu igerir. Serbest radikaller, eslesmemis elektron i¢eren molekiiller
olup oldukca reaktiftirler. Bu radikaller; plazma membrani, mitokondri, ER
membranlarinda da olusabilir (Mckersie ve Lehsem, 1994). Bununla beraber, suyun
kisitli oldugu periyotlarda, vegetatif bitki dokularinda oksidatif stresin en yaygin
nedeni kloroplastta gerceklesen 1sik-klorofil etkilesimleridir (Farrant, 2000). Su
kisith hale gelirken, bitki daha fazla su kaybetmemek icin, genelde, stomalarin
kapatir. Bu da fotosentezle fiksasyon i¢in gerekli CO7’in aliminin kisitlanmasina
neden olur. Bu durum fotosentetik reaksiyon merkezlerindeki enerjinin asiriligina
neden olur (Stuhfaulth ve ark., 1990). Sonucta, NADP" (fotosentezdeki e-akseptorii)
kisith hale gelir ve ferrodoksin NADP™ yerine oksijeni rediikler; bdylece, fotosistem
I (PSI)’in elektronlar1 O;’ye transferi sonucunda reaktif O, ~ radikali tretilir (Mehler

reaksiyonu) (Tambussi ve ark., 2000). Bir¢ok tiirde su stresi altinda artan Oy olusum
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hiz1 lipid peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonu¢ta membranlarin
biitiinliyle zarar goérmesine neden olur (Sgherry ve ark, 1996). Siiperoksitin kendisi
fazla reaktif degildir ve daha ¢ok H,O, ve daha sonra OH olusturmak suretiyle etkili
olur (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Hidrojen peroksit Calvin dongiisiiniin bir¢ok
enziminin inaktivasyonuna yol agmaktadir (Charles ve Halliwell, 1980; Kaiser,
1979). Siiperoksit ve hidrojen peroksidin -OH radikalini olusturmak tizere tepkimesi
sirasinda (Haber-Weiss reaksiyonu), artan demir ya da bakir gibi diger gecis
metalleri, bu reaksiyonlar1 hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha da artirabilir
(Fenton reaksiyonu) (Smirnoff, 1993). Bunlarin yan sira, fotosistem II (PS II)’deki
suyu parcalayan bolgede de serbest radikal olusabilir. Bitkilerde, oksidatif zararin yol
actig1 yikict etkilerle miicadele etmek icin, yagda ¢oziinen ve membrana bagl
antioksidanlar, suda ¢oziinen antioksidanlar (O, ve H;O;’nin detoksifikasyonunda
rol oynayan glutatyon ve askorbat) ve enzimatik antioksidanlar (siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon
rediiktaz (GR)’dan olusan karmasik bir antioksidan koruyucu sistemine sahiplerdir.
Su stresine maruz kalan bitkiler antioksidan savunma sistemlerinin bazilarinin ya da
tamaminin aktivasyonu ile oksidatif stresin iistesinden gelebilirler (Srivalli ve ark.,
2003; Jung, 2004; Ramachandra ve ark., 2004; Pinheiro ve ark., 2004). Bununla
beraber, uzun siireli ve akut; hatta bazen kisa siireli stres durumunda bile, savunma
mekanizmalarinin kapasiteleri asilir ve bu durum, gozle goriiliir zararlara ve hatta
bitkinin oliimiine neden olabilir (Alexieva ve ark., 2003) Fasulye (Phaseolus
vulgaris) ve tepary bean (Phaseolus acutifolius) tiirlerinin kuraklik stresi karsisinda
biyokimyasal degisimlerinin incelendigi bir ¢alismada, toleransli olan tepary bean
(Phaseolus acutifolius) tiirinde SOD, CAT, APX ve POX enzim aktivitelerinin daha
yiiksek oldugu, lipid peroksidasyon seviyesinin ise fasulye (Phaseolus vulgaris)
tiirlinden daha distik oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda kuraklik stresine
toleransli olan tepary bean (Phaseolus acutifolius) tiiriiniin antioksidan enzim
aktivitelerini calistirarak oksidatif zarar karsisinda korunabildigini ifade etmislerdir

(Tiirkan ve ark., 2005).
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2.2. Abiyotik Stres Kosullarinda Bitkilere Nitrik Oksit Uygulamasi

Nitrik oksit (NO: azot monoksit) uzun yillardan beri bilim diinyasinda varlig
bilinen gaz yapida bir molekiildiir. Yakin zamana kadar bitkilerde NO’in etkileri ile
ilgili calismalar azot oksitler tarafindan olusturulan atmosferik kirlenme iizerine
yogunlagmistir. Bitkilerde NO salinimi ve bitki biiyiimesi lizerine olan etkileri ilk kez
1970’1i yillarda tanimlanmustir (Anderson ve Mansfield, 1979; Klepper, 1979). Daha
sonraki yillarda bitkilerin sadece atmosferik NO’e cevap vermedigi ayni zamanda
onemli miktarlarda endojen olarak NO’1 iirettikleri de kesinlik kazanmistir (Wildt ve
ark., 1997). ilk defa memeli hiicrelerinde, daha sonra da bitkilerde NO’in biiyiime ve
gelisme siireclerinde, biyotik ve abiyotik stres cevaplarinin olusmasinda haberci
molekiil oldugu ispat edilmistir (Anbar, 1995; Leshem ve Haramaty, 1996; Durner ve
ark., 1998; Beligni ve Lamattina, 2001a, b; Del Rio ve ark., 2004; Graziano ve
Lamattia, 2005). Bununla birlikte, NO’in 1998 yilinda bitki savunma sinyali olarak
tanimlanmasina kadar bitki biiyiime ve gelismesi iizerine olan etkileri Leshem
(Leshem ve Haramaty, 1996) ve Lamattina (Laxalt ve ark., 1997) gibi birka¢ 6ncii
aragtirmaci ile sinirli kalmistir. Bu yillardan sonra NO ve bitki biyolojisi ile ilgili
caligmalarin sayis1 giin gectikce artmaktadir (Leshem ve ark., 1998; Durner ve
Klessig, 1999; Beligni ve Lamattia, 2001a, b; Wendehenne ve ark., 2001; Neil ve
ark., 2002, 2003; Del Rio ve ark., 2004; Graziano ve Lamattina, 2005). Giinlimiizde
NO’in biyolojik fonksiyonlari lizerine yapilan arastirmalar olduk¢a dikkat ¢ekicidir
ve biyosentez yolunun hala tartisma konusu olmasi bitki fizyologlarin1 NO’in
ozellikle sentezi, biyokimyasi ve molekiiler mekanizmasi1 ile ilgili g¢aligmalar
yapmaya yonlendirmistir. Bitkilerde hiicre, doku ve organ ya da tiim bitkinin
6limiiyle sonuclanan son derece 6nemli bir siire¢ olan senesens (yaslanma) ve NO
arasindaki iliski Leshem ve Haramaty (1996) ile Hung ve Kao (2003) gibi
arastiricilar tarafindan calisilmistir. NO’in senesens siirecindeki muhtemel rollerinin
netlik kazanmamis olmasi bu konuya olan ilgiyi arttirmaktadir. NO ile ilgili tim bu
gelismelere ragmen bitki metabolizmasi, biiylime ve geligsmesi iizerine olan esas
rollerinin, 6zellikle bitki hormonlar ile etkilesimlerinin, ¢esitli stres kosullarina karsi
olusturulan savunma cevaplarindaki ve senesens siirecindeki gorevlerinin ortaya

cikarilmasinda ¢ok daha fazla arastirmaya gereksinim duyulmaktadir.
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2.3. Nitrik Oksitin Kimyasal Ozellikleri ve Metabolizmasi

NO bir azot atomu ve bir oksijen atomunun birlesmesiyle olusan hem suda hem
de yaglarda erime 6zelligine sahip, renksiz, gaz yapida kiiciik bir molekiildiir. D1s
yorlingesinde paylasilmamis elektron igermesi ona hem radikal Ozelligi
kazandirmakta hem de membranlarda kolaylikla difiizyon edebilmesine izin
vermektedir (Lancaster, 1997; Stéhr ve Ullrich, 2002). Paylasilmamis elektron
aslinda azot atomuna ait ise de, bu elektronun hem azot hem de oksijen atomu

tizerinde bulunmasi nedeniyle tam radikal 6zelligi tagimaz.

Son yillarda bitkilerin sadece atmosferik NO’e kars1 cevaplar olusturmadigy,
ayni zamanda endojen olarak {irettikleri de bulunmustur (Wildt ve ark., 1997;
Barroso ve ark., 1999). NO sentezinde enzimatik ve enzimatik olmayan baslica iki

metabolik yol mevcuttur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. NO in muhtemel biyosentez yollar1 (Wojtaszek, 2000)

Enzimatik yollardan birinde, L-argininin NO ve L-sitruline doniisiimii nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi tarafindan katalizlendigi, NOS’in bezelye yapraklarinda
kloroplast ve peroksizomlarin matriksinde bulundugu belirlenmistir (Sekil 2.2)

(Barroso ve ark., 1999). Tiitiin, soya fasulyesi, misir, bezelye gibi baz1 bitki
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tirlerinde biyokimyasal, immunolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak NOS
aktivitesinin oldugu rapor edilmistir (Delledonne ve ark., 1998; Durner ve ark., 1998;
Yamasaki ve Sakihama, 2000; Beligni ve Lamattina, 2001b; Del Rio ve ark., 2004).
Ayrica Cueto ve ark. (1996) Lupinus albus kok ve nodiillerinde NOS’a benzer bir
enzim aktivitesinin varligin1 da bildirmislerdir. Bitkilerde, memelilerdeki NOS’a
benzer ne bir gen ya da cDNA ne de herhangi bir protein heniiz tam anlami ile
tanimlanmamasina karsin musir fidelerinin kok ucu ve geng yapraklarinda 116 kDa

luk NOS’a benzer bir protein saptanmistir (Ribeiro ve ark., 1999).

NOS
L-Arginin » L-Sitrulin + NO + 2NADP + 2H-0
ZNADPH
205
Ca

Sekil 2.2. NOS aktivitesiyle NO iiretimi

Bitkilerde NO iiretiminin diger enzimatik kaynaklari ksantin oksidorediiktaz (XOR),
peroksidaz, sitokrom P450 ve bazi Fe iceren proteinlerle olabilecegi, XOR’in
bezelye yaprak peroksizomlarinda bulundugu ve bitkilerde haberci molekiil olarak
NO iiretiminde anahtar rol oynadigi gosterilmistir (Corpas ve ark., 2002). Bitki
hiicrelerinde 6nemli fizyolojik siire¢lerde yaygin bir sekilde gorev alan peroksidaz
enziminin hem N-hidroksiarginin ve H,O; den hem de hidroksiiire ve H,O, den NO
tirettigi rapor edilmistir (Boucher ve ark., 1992; Veicht, 2004).

2.4. Nitrik Oksitin Fizyolojik Etkileri

NO bitki biiyiime, gelisme ve savunma cevaplarinda yaygin bir hiicre ici ve
hiicreler arasi haberci molekiildiir (Leshem ve Haramaty, 1996). Tiim bitkiye ya da
hiicre kiiltiiriine eksojen NO uygulamalar1 bu molekiiliin bazi1 fizyolojik ve
biyokimyasal siirecleri nasil etkiledigi hakkinda kayda deger bilgiler elde edilmesine
olanak saglamustir. Bitkilerde nitrik oksitin fizyolojik etkileri (Beligni ve Lamattina,
2001Db) Cizelge 2.1°de sunulmustur.

11
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Cizelge 2.1. Bitkilerde nitrik oksitin fizyolojik etkileri (Beligni ve Lamattina, 2001b)

Organ Tiirler Optimum
Fizyolojik Etki Kuonsantrasyon
Tohum » Cimlenme tegviki Panlovwnia tomentosa, 10°
Emmenanthe pendulifiora,
Marul
» [mbibisyondan sonra Soya Fasulyest 10°
solunumun inhibisyonu .
+ Alevron bicrelerinin liminin Arpa 10
mhibisyonu
Kok * Uzama Misir 10"
» Lateral ve adventif kok Salatalik, Lavandula spp. 10% 10%, 10°
olugumun tesvik
Tuber + Tuberizasyon Patates 10°
Hipokotil + Disiik 151k kogullarinda Marl, Arabidopsis thaliana 10°
uzamamn inhibisyonu
Govde » Disiik 151k kogullarinda Patates 10°
mternod uzamasinin
wnhibisyonu
Yaprak * Deetryolasyon tegviki Arpa, Bugday 10°
» Senesens ertelenmesi Bezelye 5x lgi"s
» Stoma kapanmast Bugday, Vicia faba 10 |s
* Yaprak gemslemesi BEZEI_Y" o Sx 10_5
* Savunma cevabi olusumunn Arabidopsis, Tiitin 2x10
tesvik P
» Hijcre 6liimi mhibisyonu Patates 10

Eksojen olarak uygulanan NO bitki biiyliime ve gelisiminin gesitli yonlerini (Ribeiro
ve ark., 1999), patojenlere (Durner ve ark., 1998), 1s18a (Beligni ve Lamattina, 2000),
yergekimi (Pedroso ve ark, 2000) ile oksidatif strese (Beligni ve Lamattina, 1999)
karst olusturulan cevaplar1 etkilemektedir. Ayrica bitkilerde katalaz, askorbat
peroksidaz ve akonitaz enzimlerinin inhibisyonunda (Clarke ve ark., 2000), hiicre

ceperi lignifikasyonunda (Ferrer ve Ros Barcelo, 1999), bekei hiicrelerinde iyon
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kanallarinin diizenlenmesinde (Garcia Mata ve ark., 2003), kloroplast ve mitokondri
fonksiyonlarinda (Yamasaki ve ark., 2001), hiicre 6liimii (Pedroso ve ark., 2000),
senesens (Leshem ve Haramaty, 1996; Hung ve Kao, 2003) ve yaralanma sinyalinde

NO in muhtemel rolleri tespit edilmistir.

2.5. Nitrik Oksitin Bitki Biiyiime ve Gelismesine Etkileri

Endojen NO’in bitki biiylime ve gelismesi ya da strese karsi olusturulan bitki
cevaplarinin bir diizenleyicisi olarak etki ettigini gosteren ¢ok az kanit olmasina
ragmen (Beligni ve ark., 2002) bitki yasam dongiisiiniin en azindan bazi olaylarinda
rol oynadig: kesinlik kazanmistir. NO’in tohum ¢imlenmesi ile yaprak genislemesini
tesvik ettigi, hipokotil ve internod uzamasini inhibe ettigi, savunma genleri ve
fitoaleksin iretimini arttirdigi bilinmektedir (Leshem, 2000; Beligni ve Lamattina,
2001b). Beligni ve Lamattina (2001a, b) NO’in bitkilerin 6zellikle gévdelerinde
cesitli metabolik ve gelisimsel siireclerde rol oynadigini kanitlamislardir. Karanlikta
ya da disiik 151k siddetinde biiyliyen farkli bitki tiirlerinde (Arabidopsis thaliana,
Lactuca sativa, Solanum tuberosum) nanomolar diizeydeki NO hipokotil ve internod
uzamasini belirgin bir sekilde azalttig1 belirlenmistir (Beligni ve Lamattina, 2000).
Baz1 bitkilerde NO yapraklarda oldugu gibi (Leshem ve Haramaty, 1996), koklerde
de diisiik konsantrasyonlarda doku genislemesini tesvik ederken yiiksek
konsantrasyonlarda inhibe ettigi tespit edilmistir (Gouvea ve ark., 1997). Ayrica
Ferrer ve Ros Barcelo (1999) tarafindan NO’in bitki peroksidazlart ve ksilem
elemanlarinin lignifikasyonu iizerine etkileri rapor edilmistir. NO bitkilerde
yaralanma, enfeksiyon, kuraklik, diisiik ve yiiksek sicaklik, ultraviyole (UV), ozon
gibi cesitli biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki cevaplarinda hem antioksidan hem
de antistres ajan1 olarak gorev yaptigir belirlenmistir (Neill ve ark., 2003). NO
etkinliginin kontrol edilmesi i¢in literatiirde biiylikbas hayvanlardan elde edilen
hemoglobin [4 g L™, giiclii bir NO scavenger olarak kullamlmustir (Takahashi ve
Yamasaki, 2002). Benzer bir sekilde NO koruyucu etkinligini ortadan kaldiran NO-
stiptirticti potasyum tuzu formunda 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (cPTIO) te aym amagla uygulanan NO
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miktar1 kadar yapraktan cPTIO seklinde basarili bir sekilde kontrol amagli olarak
uygulanmistir (Shi ve ark., 2005).

14



3. MATERYAL ve YONTEM Zuhal Zeynep AVSAROGLU

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyallerinin temini

Calismamizda kuraklik kosullarina tepkileri daha once belirlenmis olan
Citrullus colocynthis yabani genotipinin kuraklik kosullarina toleransli KAR 98
(Citrillus lanatus thumb.) ve kuraklik kosullarina duyarli olan KAR 147 (Citrillus
lanatus thumb.) genotipleri kullanilmistir (Sekil 3.1). Calismamizda kullanilan
bitkisel materyaller Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Ogretim
Uyelerinden Prof. Dr. Nebahat Sar1 ve Dr. Ilknur Solmaz tarafindan uzun yillar
sonucu olusturulan kolleksiyonun kiiltiir formlar1 ve yabani tiirlerinden temin

edilmistir.

Sekil 3.1. Caligmada kullanilan karpuz genotiplerine ait resimler

3.2. Yontem

Calisma materyali olan karpuz genotipleri Selcuk Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii’nde bulunan iklim odasinda
kontrollii kosullarda su kiiltiirii ortaminda yetistirilmislerdir. Gerekli 1s1, nem, 151k ve

ayrica sterilizasyon kontrolleri yapilmistir.
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3.2.1. iklim odasinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan  bitkiler iklim odasinda kontrollii  kosullarda
yetistirilmislerdir (Sekil 3.2). Iklim odasi; bitkilerin tohum ¢imlenmesi ve ¢imlenme
sonrast geng fidecikleri, biiylime ve gelisme siiresince % 45-55 nem, 16 saat aydinlik
ve 8 saat karanlik fotoperiyod, 21£1 °C sicaklik ile 10000 Liix/Giin 1s1k intensitesi

olacak sekilde ayarlanmustir.

Sekil 3.2. iklim odas1 kontrollii kosullarinda yetistirilen karpuz genotiplerine ait resimler
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3.2.2. On denemeler

PEG 6000 uygulamasiyla olusturulacak olan kuraklik stres gruplarini ve nitrik
oksit dozunu belirlemek amaciyla 6n denemeler yapilmis, %15 PEG 6000 ve 100
uM nitrik oksit dozlart en uygun uygulama dozlar1 olarak belirlenmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Calismada kullanilan karpuz genotiplerine ait 6n deneme resimleri

3.2.3. Deneme serilerinin hazirlanmasi
On denemelerin sonuglarina bagl olarak, kontrol grubunun yani sira, olumlu

tepkinin en iyi gozlendigi dozda nitrik oksit igceren (6rn. 100uM nitrik oksit)
Hoagland soliisyon grubu ile birlikte, kuraklik stresi gruplart (%15 PEG 6000)
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olusturulmustur. Karpuz genotiplerinin ozmotik stres toleransi iizerine, segilecek
olan nitrik oksit dozu uygulamalarinin etkilerinin arastirildigi bu ¢alisma, 5
tekerriirlii olarak kurulmus ve toplam 75 saks1 olacak sekilde hazirlanmistir. Ayrica,
kuraklik uygulamasi esnasinda, nitrik oksit uygulamasina paralel olarak ayni dozda
(100 uM nitrik oksit = 100 uM cPTIO) NO-temizleyicisi (scavenger) olarak,
potasyum tuzu formunda 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,55-tetramethylimidazoline-1-
oxyl-3-oxide (cPTIO) uygulanmistir. Deneme plan1 Sekil 3.4 deki gibi

olusturulmustur.

Kontrol (Hoagland)

Nitrik oksit Kontrol (Hoagland + 100uM Nitrik oksit)

Kuraklik (%15 PEG 6000)

Sekil 3.4. Deneme plant

3.2.4. Tohum ekimi

Denemede kullanilan tohumlar 6nce %5°1ik sodyum hipoklorid ile 10’ar dakika
muamele edildikten sonra de-iyonize su (dl -H,O) ile 3 kez yikanarak sterilize
edilmistir. Daha sonra her iki genotip i¢in (KAR 98 ve KAR 147) su kiiltiirii
diizenegi kurulmustur (Sekil 3.5). Karpuz genotiplerine ait tohumlar 2 saat deiyonize
suda sisirildikten sonra nemli filtre kagid1 iceren petrilere yerlestirilerek 4 °C’de gece
boyunca bekletilmis, ¢imlenen tohumlar, naylon telin iizerine alinarak 0.5 mM’lik
CaCl; soliisyonunda 25 °C’de karanlikta inkiibe edilmistir. Daha sonra fideler stirekli
havalandirilan 1/5’lik Hoagland soliisyonuna aktarilarak (pH 6.0) bitki biiylime
odasinda yetistirilmistir (Sekil 3.5 ).

18



3. MATERYAL ve YONTEM Zuhal Zeynep AVSAROGLU

Bitkiler ilk ii¢ yaprakli evreye geldiklerinde uygulamalarin ilk baglangi¢ giind,
yani 0. giin drneklemeleri yapildiktan sonra karpuz genotiplerine %15 PEG 6000 ve
100 pM nitrik oksit iceren 1/5’lik Hoagland soliisyonu tatbik edilmistir. Besin
sollisyonlar1 her ii¢ glinde bir yenisiyle degistirilerek tazelenmistir. Bitkiler kuraklik
kosullarinda nitrik oksit uygulamalarina bagli morfolojik degisimler gostermeye

basladiginda zaman 2. 6rneklemeler yapilmistir.

Orneklemelerde saksilardaki bitkilerden esit sayida kokleriyle birlikte biitiin
bitki alinarak, kokler ayrildiktan sonra yesil aksam enzim analizlerinde kullanilmak

tizere -80 °C’de derin dondurucuda saklanmislardir.

Sekil 3.5. Kontrollii sartlarda yetistirilen karpuz genotiplerine ait resimler
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3.2.5. Analiz yontemleri

Kuraklik kosullarinda nitrik oksit uygulamalarinin etkilerini belirlemek igin
hasat edilen karpuz genotiplerine ait Orneklerde asagida belirtilen analizler

yapilmustir.

3.2.5.1. Biiyiime parametreleri

Deneme kapsaminda olusturulan gruplardan; uygulamalarin ilk baglangig
giinii, yani 0. giinde ve ilk tepkinin goriildiigi giinde (10. giin) bitki 6rnekleri
alinarak kokleri ve govdeleri birbirinden ayrilmistir. Kok ve gévdenin uzunluklari
dleiilmiis, yas agirhiklar tartilmistir. Ornekler 70 °C de 72 saat etiivde kurutulduktan

sonra kuru agirliklar1 belirlenmistir.

3.2.5.2. Biyokimyasal parametrelerin 6l¢iimii

Denemede gruplarindan 2 farkli 6rnekleme doneminde hasat edilen bitkilerin

yapraklarinda asagidaki analizler yapilmustir.
e Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi,
e Antioksidan enzim aktivite analizleri,
e Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
e Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
e Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
e Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

¢ Hiicre Zan gecirgenligi (Elektrolit S1zintis1) Tayini
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3.2.5.3. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi

Antioksidan enzimlerin ekstraksiyonu i¢in derin dondurucuda saklanmis olan
yaprak Ornekleri kullanilmistir. Sogutulmus havanda 1 gr yaprak Ornegi sivi azotta
ogitildiikten sonra %2 (w/v) polyvinylpolyprrolidone (PVPP) ve 1 mM EDTA
iceren pH 7,8'de 50 mM Na-fosfat tamponuyla homojenize edilmistir. Filtrasyon
sonrasi +4 °C'de, 14.000 rpm'de 30 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
slipernatant, enzim aktivitesi analizlerinde kullanilmistir. Stipernatantlardaki protein
miktar1 Bradford (1976)'a gore, sigir serum albumini (BSA) standart olarak
kullanilmak suretiyle belirlenmistir. Ekstraksiyon prosediiriiniin tiimi 4 °C'de

gerceklestirilmistir.

3.2.5.4. Antioksidan enzim aktivite analizleri

3.2.5.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD ) enziminin aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesi, (Beauchamp ve Fridowich, 1971),”in metoduna gére, SOD’un
fotokimyasal olarak nitro blue tetrazolium (NBT)’un indirgenmesini inhibe etme
yeteneginin Olciilmesiyle tayin edildi. 3 ml reaksiyon karisimi; 50 mM fosfat
tamponu (pH 7,8), 33 uM NBT, 10 mM L-metionin, 0,66 mM EDTA Na,, 0,0033
mM Riboflavin igermektedir. Siipernatant seyreltildikten sonra karisim 10 dk 300
pmol m? st 151k siddeti altinda bekletildi. Daha sonra reaksiyon karigimiin 560
nm’de verdigi absorbans degerleri okundu. SOD i¢in 1 enzim birimi;
fotorediiksiyonun % 50 inhibisyonuna neden olan protein miktar1 (mg) olarak

tanimlandigindan yaprak orneklerindeki SOD aktiviteleri buna gore belirlendi.
3.2.5.4.2. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) enzim aktivitesinin belirlenmesi
Peroksidaz (POX) enzim aktivitesi, (Herzog ve Fahimi, 1973) 'nin tanimladig

metoda gore yapilmistir. Kore kars1 465 nm'de H,O, varliginda okside olan DAB (3'-

3'-diaminobenzidin tetrahidroklorit) olusum miktarina bagl olarak 3 dakika boyunca
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absorbans degisimleri okunmustur. Spesifik enzim aktivitesi dakikada tiiketilen

umol/ml H,0; olarak ifade edilmistir.

3.2.5.4.3. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz (CAT) enzim aktivitesi, (Bergmayer, 1970) 'in tanimladigi metoda
gore yapilmistir. Analiz UV 15181 bolgesinde kore kars1 240 nm'de H,O,'nin azalma
oranmin belirlenmesi ile yapilmistir. Bu enzim aktivitesi dakikada tiiketilen pmol
H,0; olarak ifade edilmistir. Reaksiyon boyunca absorbansta olusan diisiis 180 sn
boyunca takip edilmistir. CAT aktivitesi dakikada harcanan pmol H,0O, olarak ifade

edilmistir.

3.2.5.5. Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi

Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi lipid membranlarin peroksidasyonu
sonucu olusan malondialdehit (MDA) miktarin belirlendigi (Madhava Rao ve
Sresty, 2000) 'nin tanimladig1r yonteme gore yapilmistir. Aktivite i¢in 532-600 nm

araliginda absorbans degisimlerine bakilmistir.

3.2.5.6. Hiicre zar1 ge¢irgenligi (Elektrolit s1zintis1)

Hiicre zar gegirgenligi elektrolit sizintisinin Slgiimiiyle Dionisio-Sese ve
Tobita, 1998’ya gore belirlenmistir. Bunun i¢in 100 mg yaprak ornekleri 5 mm
uzunlugundaki diskler seklinde kesilerek 10 mL deiyonize su igeren deney tiiplerine
transfer edilmistir. Tipler plastik tipalarla kapatildiktan sonra 32 °C’lik bir su
banyosunda 2 saat siirekli olarak tutulmustur. Ortamin elektrik iletkenligi EC metre
ile oOlciilerek (EC1) ornekler 121 °C’de 20 dk boyunca tiim dokularin dlmesi ve
elektrolitlerin disa ¢ikmasi icin otoklavlanmistir. Sonra 6rnekler 25 °C’ye kadar
sogutularak bu ortamdaki elektrik iletkenligi dl¢tilmiistiir (EC2).

Elektrolit sizintis1 (ES) asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

ES = EC1/EC2x100.
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3.2.5.7. Verilerin Istatistiksel Analizi

Elde edilen tim veriler tek yonlii varyans analizi (One-way analysis of
variance, ANOVA ) ile test edilmistir ve ortalama degerler arasindaki farkliliklar
LSD (Lowest Standard Deviations) testi ile karsilastirilmistir. Biiyiime
parametrelerinde Ornek sayist (n = 10), diger parametrelerde ise (n = 6) olarak
almmisir. P < 0,05 noktasindaki degerler onemli derecede farkli bulunmustur.
Istatistiksel analizler SPSS for Windows: Release 11.0-standard versiyonu

kullanilarak gergeklestirilmistir
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismamizda karpuz KAR 98 ve KAR 147 genotiplerine kuraklik stresi
kosullarinda nitrik oksit uygulamasimin kuraklik stres toleransi {lizerinde meydana
getirdigi degisimlerle ilgili incelenen &zellikler asagida alt basliklar halinde

verilmistir.

4.1. Biiyiime Parametreleri Bulgular

Karpuz genotiplerinin kuraklik stresi kosullarinda nitrik oksit uygulamasinin
bitkilerin yas ve kuru agirlik degerleri ile kok ve govde uzunlugu degerlerine ait
ortalamalar ¢izelge 4.1.,4.2.,4.3 ve 4.4’te bu degerlere ait grafikler Sekil 4.1, 4.2, 4.3

ve 4.4’ te verilmistir

4.1.1. Govde ve kok yas agirh@

Nitrik oksit uygulamasmin 0. ve 10. giinlerinde, karpuz genotiplerinin gévde
ve kok yas agirliklarina ait Olclilen ortalama degerler Cizelge 4.1 ve 4.2° de
verilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore, govde ve kok yas agirligi degerleri,
kullanilan genotipler ve kuraklik stresi kosullarinda nitrik oksit uygulamalari
interaksiyonu, 0. ve 10. giinlerde aliman Orneklerde %1 seviyesinde Onemli

bulunmustur (Cizelge 4.1, 4.2).

Cizelgede goriildiigii gibi, calismamizda kullanilan karpuz genotiplerinin
govde yas agirhik degerlerinde farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Kuraklik
uygulamasina bagl olarak her iki karpuz genotipinin gévde yas agirlik degerlerinin
azalma gosterdigi ve KAR 147 genotipinde bu azalmanin daha fazla oranda oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Uygulamalar mukayese edildiginde kontrol
gruplarina nitrik oksit ilave edilen uygulamalarda 10. giinde govde yas agirlik
degerleri KAR 98 genotipinde %12, KAR 147 genotipinde %18 oraninda artis
gostermistir. Kuraklik olusturmak amaciyla PEG 6000 uygulanan kosullarda kontrole
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gore kurakliga dayanikli KAR 98 genotipinde %46, kuraklik kosullarina hassas olan
KAR 147 genotipinde %64 oraninda azalmanin oldugu tespit edilmistir. Kuraklik
stresi kosullarinda nitrik oksit uygulamasiyla KAR 98 genotipinin govde yas
agirliginda %54 oraninda azalma olurken KAR 147 genotipinde bu azalmanin %68
oraninda oldugu belirlenmistir. Kurak sartlarda nitrik oksit uygulamasinin yapildig:
grup ile sadece PEG 6000 uygulamasinin oldugu grup kiyaslandiginda govde yas
agirhik degerlerinin her iki genotipte istatistiksel bakimdan farklilik gostermedigi
tespit edilmistir. Nitrik oksit uygulamasimin etkisini tespit emek amaciyla yapilan
PEG 6000 + NO + cPTIO uygulamalarinda her iki genotipte de kontrol grubuna gore
10. giinde sirasiyla govde yas agirhiginda %64 ve %79 oranlarinda azalmalar oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin gévde yas agirhk degerleri (g bitki™)
Ortalama degerlerin yanlarinda bulunan farkli harfler istatistiksel bakimdan farklidir (P
< 0,05;n = 10; SH: standart hata)

Govde Yas Agirlik (g bitki™)

Uygulamalar Kar98 Kar 147
g bitki™ SH g bitki™ SH

0. giin 3,42 +0,77 d 3,61 +0,12 d
Kontrol 20,75 +492b 21,90 +1,88 ab

= Kontrol + NO 23,15 +2.43 ab 25,86 +3,09a
E" Peg 6000 11,19 +1,50 ¢ 7,82 +0,68 cd
- Peg 6000 +NO 9,59 +0,75 ¢ 7,08 +0,59 cd

Peg 6000 + NO + cPTIO 7,49 +1,62 cd 4,54 +0,49 d

Karpuz genotiplerinin kok yas agirlik degerleri ile ilgili yapilan dl¢timlerin
govde yas agirlik degerleri ile benzerlik gosterdigi, KAR 98 genotipinin kok yas
agirhiginda nitrik oksit uygulamasiyla kontrole gore %40 oraninda artis olurken,
KAR 147 genotipinin kok yas agirhiginin %10 oraninda arttig1 goriilmiistiir (Cizelge
4.2, Sekil 4.2). Kuraklik stresi olusturmak amaciyla PEG 6000 uygulamasinin
yapildig1 kosullarda kontrole gére KAR 98 genotipinin kok yas agirliginda %22,
KAR 147 genotipinde ise %33 oraninda azalmanin oldugu, PEG 6000 ile birlikte

nitrik oksit uygulamasinin yapildig1 kosularda her iki genotipin kok yas agirliginin
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sadece PEG 6000 uygulamasinin yapildigi kuraklik stresi grubundan onemli bir
farklilik gdstermedigi tespit edilmistir. PEG 6000 + NO + cPTIO uygulamalarinin
PEG+NO grubuna gore kok yas agirlik degerlerini her iki genotipte biraz daha
diisiirdiigii belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin kok yas agirlik degerleri (g bitki™) Ortalama
degerlerin yanlarinda bulunan farkli harfler istatistiksel bakimdan farklidir (P < 0,05;n =
10; SH: standart hata)

Kok Yas Agirhk (g bitki™)

Uygulamalar Kar 98 Kar 147
g bitki™ SH g bitki™ SH
0. giin 0,82 +0,25 f 1,08 +0,14 f
Kontrol 3,05 +0,08 d 3,62 +0,43 a
- Kontrol + NO 4,27 +0,16 b 3,99 +0,45 ab
=
®0  Peg 6000 2,38 +0,37 ¢ 2,44 +1,02 ¢
[—]
—
Peg 6000 +NO 2,48 +0,16 C 2,57 +0,29 cd
Peg 6000 + NO + cPTIO 1,98 +0,15 ce 1,74 +0,20 e
 Kar98 Karl47
30 5
§ 25 b ab 0 I
= L
x 20
T
2 55 ,
: C
> C
& 10 cd = d cd
— = 7 d
. ¢ |
.
Kontrol NO PEG PEG+NO PEG+NO+PTIO
0. gin 10. giin

Sekil 4.1. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin gévde yas agirlik degerleri (g bitki™) Veriler
ortalama # standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin iizerindeki farkli harfler
istatistiksel bakimdan farklhidir (P < 0,05; n = 10)
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Kok Yas Agrhik (g bitki 1)
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»

Kontrol NO PEG PEG+NO PEG#NO+cPTIO

0. gin 10. gun

Sekil 4.2. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin kok yas agirhk degerleri (g bitki™) Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin tizerindeki farkli harfler istatistiksel
bakimdan farklidir (P < 0,05; n = 10)

4.1.2. Govde ve kok kuru agirhg:

Nitrik oksit uygulamasinin 0. ve 10. giinlerinde karpuz genotiplerinin gévde ve
kok kuru agirliklarina ait ortalama degerler Cizelge 4.3 ve 4.4° te verilmistir.
Cizelgede goriildiigii gibi, calismamizda kullanilan karpuz genotiplerinin gévde kuru
agirlik degerlerinde 6zellikle PEG 6000 uygulanan gruplarda istatistiksel bakimdan
onemli farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Nitrik oksit uygulamasiyla gévde kuru
agirlik degerlerinin KAR 98 ve KAR 147 genotiplerinde istatistiksel bakimdan
Oonemli olmayan artiglar (%11 ve %17) gosterdigi belirlenmistir. Kuraklik stresi
olusturmak amaciyla PEG 6000 uygulanan kosullarda kontrole gore kurakliga
dayanikli KAR 98 genotipinin govde kuru agirhiginda %32, kuraklik kosullarina
hassas olan KAR 147 genotipinde ise %44 oraninda azalmanin oldugu tespit
edilmistir. Kuraklik stresi kosullarinda nitrik oksit uygulamasiyla (PEG + NO) 10.
giinde kontrole gére KAR 98 genotipinin govde kuru agirliginda %46 oraninda
azalma olurken KAR 147 genotipinde %358 oraninda azalmanin oldugu
belirlenmistir. PEG 6000 uygulamasinin yapildig1 grupla kiyaslandiginda PEG + NO
ve PEG 6000 + NO + cPTIO uygulamalarinda her iki genotipin gévde kuru agirlik
degerlerinde istatistiksel bakimdan oOnemli farkliliklar gézlenmemistir. Karpuz

genotiplerinin kok kuru agirlik degerleri ile ilgili yapilan ol¢timlerin gévde kuru
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agirlik degerleri ile benzerlik gosterdigi, KAR 98 genotipinin kok kuru agirliginda
nitrik oksit ilavesi ile %34 oraninda artig olurken, KAR 147 genotipinde %23

oraninda artis oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

Cizelge 4.3. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin gévde kuru agirlik degerleri (g bitki™)
Ortalama degerlerin yanlarinda bulunan farkli harfler istatistiksel bakimdan farklidir (P
< 0,05;n = 10; SH: standart hata)

Govde Kuru Agirhk (g bitki™)

Uygulamalar Kar 98 Kar 147
g bitki™ SH g bitki * SH

0. giin 0,26 +0,07 b 0,31 +0,01 b

Kontrol 2,18 +0,47 a 2,11 +0,65 a

= Kontrol + NO 2,42 +0,08 a 2,45 +0,36 a
E." Peg 6000 1,49 +0,38 b 1,18 +0,39 b
™ Peg 6000 +NO 1,17 £0,13b 089  +031b
Peg 6000 + NO + cPTIO 0,97 +0,38 b 0,7 +0,12 b

Cizelge 4.4. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin kok kuru agirlik degerleri (g bitki™)
Ortalama degerlerin yanlarinda bulunan farkli harfler istatistiksel bakimdan farklidir (P
< 0,05;n = 10; SH: standart hata)

Kok Kuru Agirhk (g bitki™)

Uygulamalar Kar 98 Kar 147
g bitki™ SH g bitki™ SH

0. giin 0,03 +0,01d 0,04 +0,01d

Kontrol 0,16 +0,05a 0,14 +0,04 a
: Kontrol + NO 0,22 +0,02 b 0,18 +0,05 ab

% peg 6000 014 =00la 013 +004a
= Peg 6000 +NO 0,12 +0,04 a 0,10 +0,02 ac
Peg 6000 + NO + cPTIO 0,10 +0,01 ac 0,09 +0,01 ac

Kuraklik stresi olusturmak amaciyla PEG 6000 uygulamasinin yapildigi
kosullarda kontrole gore KAR 98 ve KAR 147 genotiplerinin kdk kuru agirliginda
istatistiksel olarak onemsiz (%13 ve %9) azalmalar goriilmiistir. PEG 6000 ile
birlikte nitrik oksit uygulamasinin yapildig: kosullarda (PEG + NO) kontrole gore
sadece KAR 147 genotipinde %33 oranlarinda azalma belirlenmistir. PEG 6000 +
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NO + cPTIO uygulama grubunda kok kuru agirlik degerlerinin PEG + NO
grubundan 6nemli bir farklilik géstermedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

3.0 W Kar98 Karla7
:3. 25 a2 P
a |
o0
T 20
5
1.5
g . B b
= 0
o 1 l b
s ke
0,5 b b
oo | NEEDN - _
Kontrol NO PEG PEG+NO PEG+NO+CPTIO
0. gin 10. glin

Sekil 4.3. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin govde kuru agirlik degerleri (g bitki™) Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin iizerindeki farkli harfler
istatistiksel bakimdan farklidir (P < 0,05; n = 10)

0,25 mKar9g Kar147
b
) ab
2 020 a
2
s ; J 1
L a7
E 015 3
: 1 | "
0,10 2
= A
3
4
x 00 C
0,00 L
Kontrol NO PEG PEGINO  |PEGNOHCPTIO

0. glin 10. glin

Sekil 4.4. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin kok kuru agirlik degerleri (g bitki™) Veriler
ortalama = standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin tizerindeki farkli harfler
istatistiksel bakimdan farklhidir (P < 0,05; n = 10)

4.1.3. Govde ve kok boyu

Kuraklik stresi kosullarinda nitrik oksit uygulamalarina bagli olarak karpuz
genotiplerinin gévde ve kok uzunluklarinda meydana gelen degisimler Cizelge 4.5 ve

4.6’ da verilmistir. Nitrik oksit ilavesiyle govde boyu KAR 98’de %5 oraninda artis
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gostermistir. Kuraklik stresi olusturmak amaciyla PEG 6000 uygulanan kosullarda
10. giinde kontrole gore kurakliga dayanikli KAR 98 genotipinin gévde boyunda
%25, kuraklik kosullarina hassas olan KAR 147 genotipinde %30 oraninda
azalmanin oldugu, kurak sartlarda nitrik oksit uygulamasmin yapildig1r kosullarda
(PEG + NO) kontrole gore KAR 98 genotipinde %24 oraninda azalma olurken KAR
147 genotipinde %29 oraninda azalmanin oldugu belirlenmistir. PEG + NO
grubunda her iki karpuz genotipinin gévde boyunun PEG grubundan 6nemli farklilik
gostermedigi ancak nitrik oksit uygulamasinin etkisini tespit emek amaciyla yapilan
PEG 6000 + NO + cPTIO uygulamalarinda KAR 98 ve KAR 147'in gévde boyunda
strastyla %36 ve %40 oranlarinda azalmalar oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil

4.5, Sekil 4.7).

Cizelge 4.5. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin govde boyu degerleri (cm bitki™*) Ortalama
degerlerin yanlarinda bulunan farkli harfler istatistiksel bakimdan farkhidir (P < 0,05;n =
10; SH: standart hata)

Gévde Boyu (cm bitki™)

Uygulamalar Kar 98 Kar 147
cm bitki™ SH cm bitki™ SH

0. giin 15,88 +1,03b 17,88 +0,85b

Kontrol 33,13 +1,55d 23,63 +1,38 a

= Kontrol + NO 34,88 +1,65¢€ 24,88 +1,31 a
;." Peg 6000 24,88 +0,63 a 16,5 +0,71 b
~  Peg 6000 +NO 25,17 +1,43 a 16,75 +1,04 b
Peg 6000 + NO + cPTIO 21,13 +1,44 f 14,13 +1,03 ¢

Karpuz genotiplerinin  kdk  uzunluklarinin  gévde  uzunluklarindaki
degisimlerden uygulamalara bagl olarak farklilik gosterdigi, KAR 98 genotipinde
kontrol guruplarina nitrik oksit ilave edilen guruplarda kontrol grubuna gore kok
uzunlugunda %31 oraninda artis olurken, KAR 147 genotipinde %9 oraninda artis
olmustur (Cizelge 4.6, Sekil 4.6). Kuraklik olusturmak amaciyla PEG 6000
uygulamasmin yapildig1 kosullarda kontrole gére KAR 98 genotipinin kok
uzunlugunda %23 oraninda azalma olurken, KAR 147 genotipinde %25 oraninda
artig belirlenmistir, PEG 6000 ile birlikte nitrik oksit uygulamasinin yapildigi
kosullarda kontrole goére KAR 147 genotipinin %18 oraninda artis oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.6). Nitrik oksit uygulamasinin etkisini tespit emek
amactyla yapilan PEG 6000 + NO + cPTIO uygulamalarinda her iki genotipin kok
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uzunlugunda kontrole gore 10. giinde sirastyla %39 ve %10 oranlarinda azalmalarin

oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).

Cizelge 4.6. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin kok boyu degerleri (cm bitki'l) Ortalama
degerlerin yanlarinda bulunan farkli harfler istatistiksel bakimdan farkhdir (P < 0,05;n =
10; SH: standart hata)

Kok Boyu (cm bitki™)

Uygulamalar Kar 98 Kar 147
cm bitki™ SH cm bitki™ SH
0. giin 38,13 +3.2d 43,75 +1,44 cd
Kontrol 42,25 +6,91 cd 45,25 +4.35 bed
= Kontrol + NO 55,50 +2,38 a 49,50 +3.70 abc
=
;P Peg 6000 32,38 2721 e 56,38 +3,90 a
- Peg 6000 +NO 47,00 +3,67 bed 53,38 +3.50 ab
Peg 6000 + NO + cPTIO 25,88 13,22 e 40,75 +3,88d
o Kar9s8 Karl47
40 .
L "
:§ 30 : N 2 ~
5 25 1 23 {
E. 20 p P b b -
o = =3 =
g 15 I
g 0
5
0 - ‘
Kontrol NO PEG PEG+NO PEG+NO+¢PTIO
0. gin 10. giin

Sekil 4.5. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin govde boyu degerleri (cm bitki™) Veriler
ortalama =+ standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin tizerindeki farkli harfler
istatistiksel bakimdan farklidir (P < 0,05; n = 10)
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Sekil 4.6. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin kok boyu degerleri (cm bitki™) Veriler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin iizerindeki farkli harfler istatistiksel
bakimdan farklidir (P < 0,05; n = 10)

Kuraklik, tarimsal ve ekolojik sistemler tizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir.
Bitkiler, stresin yogunlugu ve siiresi kadar bitki ¢esidine ve gelisim agamasina bagh
olarak farkli sekillerde tepkiler gosterirler. Kuraklik stresinin ilk olumsuz etkileri
bliylime ve gelismede meydana gelen olumsuzluklardir. Su noksanligi karsisinda
hiicre boliinmesi ve biiylimesinde meydana gelen azalma, karbon ve azot
metabolizmalarinda olusan degisimler, bitkilerde yas ve kuru agirlik degerlerinin de

azalmasina neden olmaktadir (Kluge, 1976; Bertamini ve ark., 2006).

Karpuz genotipleriyle yapilan bir ¢aligmada, Karipgin (2009) kurak kosullarda
yetistirilen karpuz genotiplerinin boylarinda azalmalar goriildiigiinii vurgulamistir.
Yapilan onceki calismalarda, PEG uygulamasi yapilan bitkilerde genel olarak
karsilagilan farkliliklar arasinda kok, govde ve siirgiin uzunlugunda azalma; bitki yas
ve kuru agirliklarinda azalma; yaprak alani ve sayilarinda azalma; klorofil miktar1 ve
% NSI oraninda azalma ve kuraga toleranshi olan genotiplerin antioksidan enzim

aktivitelerinde artislar oldugu belirtilmistir (Tiirkan ve ark., 2005).

Caligmamizda kuraklik stresine maruz birakilan karpuz genotiplerin biiylime
parametreleri {izerine nitrik oksit’in etksi incelenmistir (Sekil 4.7). Kurak kosullara
dayanikli KAR 98 ve kurak kosullara duyarli KAR 147 karpuz genotiplerine
Hoagland soliisyonu igerisinde verilen NO ile birlikte bitkilerin gévde yas agirlik,
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kok yas ve kuru agirlik, govde boyu ve kok boyunda artiglar olustugu tespit
edilmistir. Kurak kosullar olusturmak amaciyla %15’lik PEG 6000 uygulamasi
yapilan bitkilerde kok, govde yas ve govde kuru agirlik ve gévde boyu degerlerinde
azalmalarin meydana geldigi ve bu azalmalarin KAR 147 genotipinde KAR 98
genotipindekinden daha yiiksek oranlarda oldugu saptanmistir. Bugday ile yapilan
bir kuraklik stresi ¢alismasinda yas agirlik degerlerinin hassas olan genotipte azaldigi
bildirilmistir (Abdalla ve EIl-Khoshiban, 2007). Farkli bitki tiirleri ile yapilan
kuraklik stresi ¢aligmalarinda bitki yas ve kuru agirliklarinda azalmalarin meydana
geldigi ifade edilmistir (Martinez ve ark., 2007; Sankar ve ark., 2008; Ayas ve
Demirtag, 2009). Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar da bu arastiricilarin
sonuglart ile paralellik gostermistir. Zhang ve ark. (2006), tuz stresi kosullarinda NO
uygulamasinin misir fidelerinin biiylimesini ve kuru agirlik artisini tesvik ettigini
bildirmislerdir. Ancak c¢alismamizda kurak sartlarda nitrik oksit uygulamasinin
yapildig1 kosullarda KAR 98’in kok boyu degerlerinde meydana gelen azalmalarin
nitrik oksit uygulamasi yapilmayan kosullardan daha diisiik oranlarda oldugu tespit
edilmistir. Farkli arastirmacilar farkli stres kosullarinda nitrik oksitin bitki biiyiimesi
gelismesi iizerine onemli etkileri oldugunu tespit etmislerdir (Leshem ve Haramaty,

1996; Gouvea ve ark., 1997; Beligni ve Lamattina, 2000; Kopyra ve Gwozdz, 2004).

4.2. Antioksidan Enzim Aktivite Sonug¢lar

Karpuz genotiplerinde kontrol ve kurak sartlarda nitrik oksit uygulamasinin
antioksidan enzim aktiviteleri iizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in; siiperoksit
dismutaz (SOD), peroksidaz (POX) ve katalaz (CAT) enzimlerinin yapraklardaki
aktivite ol¢timleri yapilmis ve bu analizlere ait ortalama antioksidan enzim aktivite
sonuglari ¢izelge 4.8, 4.9 ve 4.10°da ve iligkili grafikler Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10 ’da

verilmistir.
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PEG 6000 PEG 6000 + NO

C C+NO PEG 6000 PEG 6000 + NO

KAR 98 - PEG 6000 KAR 147 - PEG 6000

KAR 98 - PEG 6000 + NO KAR 147 - PEG 6000 + NO

Sekil 4.7. Kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerine nitrik
oksit uygulamasinin tepkilerini gdsterir resimler
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4.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri

SOD aktivite diizeylerinin gerek karpuz genotipleri arasinda, gerekse uygulama
gruplarina bagl olarak istatistiksel bakimdan farkliliklar gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.8, Sekil 4.8). KAR 98 karpuz genotipinde kontrol sartlarinda nitrik oksit
uygulamasina bagl olarak SOD aktivitesi %14 oraninda artis gosterirken, KAR 147
karpuz genotipinde %26 oraninda azalmanin oldugu goriilmiistir. Kuraklik
olusturmak amaciyla PEG 6000 uygulamasinin yapildigi kosullarda kontrole gore
SOD aktivite degerleri KAR 98 genotipinde %103 oraninda artig gosterirken, kurak
sartlarda KAR 147 genotipinde bu artis oran1 %79 oraninda olmustur (Cizelge 4.8,
Sekil 4.8).

Cizelge 4.8. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin yapraklarindaki SOD aktivite degerleri
(Unite mg™ protein) Ortalama degerlerin yanlarinda bulunan farkli harfler istatistiksel
bakimdan farklidir (P < 0,05;n = 6; SH: standart hata)

SOD (Unite mg™” protein)

Uygulamalar Kar 98 Kar 147
S 1 e T
Corome S peme o
0. giin 5,08 +0,07 j 8,44 +0,35 g
Kontrol 7,87 +0,07 h 9,45 +0,49 f
= Kontrol + NO 8,94 +0,219g 7,02 +0,37 1
% peg 6000 1595  +025¢ 1686 <024 b
= Peg 6000 +NO 14,27 +0,60 e 15,23 +0,48 d
Peg 6000 + NO + cPTIO 15,69 +0,20 cd 17,59 +0,41 a

Kurak sartlarda nitrik oksit uygulamasinin yapildigi kosullarda da kontrole
gore SOD aktivite degerleri artis gostermis ve bu artiglarin sirasiyla %81 ve %61
oranlarinda oldugu belirlenmistir. PEG 6000 uygulamas1 ile kiyaslandiginda NO
ilavesinin (PEG +NO) SOD aktiviteleri KAR 98 genotipinde %11 ve KAR 147
genotipinde ise %10 oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Nitrik oksit uygulamasinin
etkisini tespit emek amaciyla yapilan PEG 6000 + NO + cPTIO uygulama grubunda
10 giinde yapraklardaki SOD aktivite degerlerinin kontrol grubuna gére KAR 98 ve
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KAR 147 genotiplerinde sirastyla %99 ve %86 oranlarinda artisa neden oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.8).

Bitkiler ¢evresel stres kosullar1 altinda olusan oksidatif stresle basa ¢ikabilmek
icin aktif oksijen tiirlerini uzaklastiran enzimlerin aktivitelerini arttirirlar. Bitkiler
sahip olduklar1 yiiksek diizeydeki antioksidan enzim aktiviteleri sayesinde farkli
cevresel streslere karst cevap verebilmekte ve bu stres faktorlerine tolerans

saglayabilmektedirler (Bor ve ark., 2003; Demiral ve Tiirkan, 2004).

W Kar98 Karld7
20
18 . b 4
T ( = d cd &
k- 16 e
B ) *
= 14
';é. 12 )
f
]
_E 10 H h - )
S.. /@ - '
= i =
§ 0
) l
0
Kontrol NO PEG PEG+NO PEG+NO+cPTIO
0, gin 10, glin

Sekil 4.8. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin yapraklarindaki SOD aktiviteleri (Unite mg™
protein) Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir ve stitunlarin {izerindeki farkl
harfler istatistiksel bakimdan farklidir (P < 0,05; n = 6)

SOD, siiperoksit radikallerinin siipiiriilmesinden sorumlu olan ve oksijenli
solunum yapan hiicreler i¢in anahtar bir rol oynayan antioksidan enzimdir (Asada,
1999). Calismamizda kuraklik stresi sartlarinda ve nitrik oksit uygulamasi sonucunda
karpuz genotiplerinin yapraklarindaki SOD enzim aktivitesinde artis meydana
gelmis, bu artigin toleransli olan KAR 98 genotipinde daha belirgin sekilde ortaya
ciktigr gorillmiistir. Bu bulgular, SOD enzimi aktivitesinin kurakliga tolerans
ozelligi acisindan karpuzda &nem tasidigini gdstermektedir. Onceki galismalarda,
fasulye (Phaseolus vulgaris) ve tepary bean (Phaseolus acutifolius) tiirlerinde
kuraklik stresi sonucu SOD enzim aktivitesinde artis meydana geldigi, bu artigin
toleransli olan tepary bean (Phaseolus acutifolius) tiiriinde ise daha fazla oldugu

bildirilmistir (Tirkan ve ark., 2005). Kuraklik stresi sonucu SOD enzim aktivitesinde
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artts meydana geldigi ancak ilerleyen stres sonucu enzim aktivitesinde azalma
meydana gelebilecegi ifade edilmistir (Yong ve ark., 2006). Calismamizla benzerlik
gosteren diger arastirmalarda da sonuglarimizi destekler nitelikte bulgular elde
edilmistir (Reddy ve ark., 2004 ; Liu ve ark., 2009; Basu ve ark., 2010; Ahmedi ve
ark., 2010).

NO ile ilgili yapilan arastirmalarda stres kosullarinda NO uygulamalarinin
bitkilerde antioksidan enzimlerin aktivitesi tizerinde olumlu etkilerde bulundugu ve
ozelllikle bitkilerde SOD aktivitesi iizerinde olumlu etkilere sahip oldugu, bu
sonuglarin ¢aligmalarimizla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Lamattina ve ark.,
2001; Leshem, 2001; Laspina ve ark., 2005).

4.2.2. Peroksidaz (POX) enzim aktiviteleri

Calismada kullanilan karpuz genotiplerinin yapraklarindaki POX aktiviteleri
uygulamalara bagl olarak genel bir azalma gostermistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.9).
Kontrol sartlarinda nitrik oksit uygulamasinin yapildigr kosullarda POX aktivite
degerlerinin KAR 98 genotipinde %23 oraninda azalirken, KAR 147 genotipinde
%11 oraninda azaldig1 belirlenmistir. Kurak kosullar olusturmak amaciyla PEG 6000
uygulamasinin yapildig: sartlarda POX aktivite degerleri kurakliga dayanikli KAR
98 genotipinde kontrole gore %37 oraninda azalirken, kurakliga hassas KAR 147
genotipinde %14 oraninda azaldigi tespit edilmistir. Kurak sartlarda nitrik oksit
uygulanan kosullarda (PEG + NO) POX aktivite degerleri kontrolle kiyaslandiginda
KAR 98 genotipinde %54 (P < 0,05) azalma, KAR 147 genotipinde %8 (P > 0,05)
artis gosteritken, PEG 6000 uygulamasiyla kiyaslandiginda POX aktivite
degerlerinin KAR 98 genotipinde %27 oraninda azalirken, KAR 147 genotipinde ise
%25 oraninda artis gosterdigi tespit edilmistir. Nitrik oksit uygulamasinin etkisini
tespit emek amaciyla yapilan PEG 6000 + NO + cPTIO uygulamalarinda POX
aktivite degerlerinin 10. giinde kontrol grubuna gore KAR 98’de %34, KAR 147°de
%33 azalma gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.9).
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Peroksidazlar sadece iiretilen H,O;’ in uzaklastirilmasinda degil, ayn1 zamanda

biiyiime ve gelisme ile ilgili bazi siireglerde de gorev almaktadirlar (Dionisio-Sese ve

Tobita, 1998). Peroksidazlar, hidrojen akseptorii olarak oksijeni kullanan ve

substrattan hidrojen ayrilmasi reaksiyonlarin1 katalizleyen enzimlerdir.

genellikle ya H,0 ya da H,O,’dir (Demiral ve Tiirkan, 2005).

Uriin

Cizelge 4.9. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin yapraklarindaki POX aktivite degerleri
(Unite mg'l protein) Ortalama degerlerin yanlarinda bulunan farkl harfler istatistiksel
bakimdan farklidir (P < 0,05;n = 6; SH: standart hata)

POX (Unite mg™ protein)

Uygu|ama|ar Kar 98 Kar 147
— o — o~
Unite mg SH Unite mg SH
protein protein
0. giin 5,69 +0,95 bed 6,48 40,33 bed
Kontrol 10,17 +0,47 a 6,72 +0,24 bc
= Kontrol + NO 7,80 +0,31b 6,01 +1,27 cd
=
®  Peg 6000 6,45 +0,23 bc 5,79 +0,78 cd
(=]
™ Peg 6000 +NO 4,71 +0,75 d 7,25 +0,55 be
Peg 6000 + NO + cPTIO 6,76 +1,58 bc 4,50 +0,35d
12 = Kar98 Kar147
a
z 10 2
S b
g 8 b be bc
bed ) cd bc T
- bed a cd ES [
? 6 : L l - J
£ d
2 3 -
=
2 2
Q
Kontrol NO PEG PEG+NO PEGHNO+cPTIO
0. gin 10. giin

Sekil 4.9. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin yapraklarindaki POX aktiviteleri (Unite mg™
protein) Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin tizerindeki farkli
harfler istatistiksel bakimdan farklhidir (P < 0,05; n = 6)

Calismamizda karpuz

genotiplerinin

kontrol

sartlarda  nitrik

oksit

uygulamasinin yapildigi kosullarda POX aktivite degerlerinin azalma gosterdigi ve
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bu azalmalarin KAR 98 genotipinde daha yiiksek oranlarda oldugu belirlenmistir.
Kurak kosullarda nitrik oksit uygulamasinin yapildigi kosullarda POX aktivite
degerlerinin kurakliga dayanmikli KAR 98 genotipinde azalirken, kurak kosullara
hassas KAR 147 genotipinde artig gosterdigi belirlenmistir. Misir bitkisi kullanilarak
yapilan bir arastirmada, kuraklik stresi kosullarinda bitkide POX aktivitesinin artis
gosterdigi ve bu artisin toleransl olan c¢esitlerde daha yiiksek oranlarda oldugunu
ortaya koymuslardir (Moussa ve Abdel-Aziz., 2008). Geven (Radix astragali)
tirtinde yapilan bir arastirmada, kuraklik stresine maruz kalan bitkide POX aktivitesi
artig gostermistir (Jung, 2004, Tiirkan ve ark., 2005; Yong ve ark., 2006; Zhu ve ark.,
2008).

4.2.3. Katalaz (CAT) enzim aktiviteleri

Karpuz genotiplerinin yapraklarindaki CAT aktiviteleri uygulamalara bagl
olarak istatistiksel bakimdan 6nemli farkliliklar gostermistir (Cizelge 4.10, Sekil
4.10). Kontrol sartlarinda nitrik oksit uygulamasinin yapildigi kosullarda CAT
aktivite degerleri KAR 98 ve KAR 147 genotiplerinde dnemli bir degisim gostermez
iken, kurak kosullar olusturmak amaciyla PEG 6000 uygulamasimin yapildig
sartlarda CAT aktivite degerlerinin kurakliga dayanikli KAR 98 genotipinde kontrole
gore %?22 oraninda azalirken, kurakliga hassas KAR 147 genotipinde %55 oraninda
azaldig1 tespit edilmistir. Kurak sartlarda nitrik oksit uygulanan kosullarda CAT
aktivite degerleri KAR 98 genotipinde kontrole gore %32 oraninda, KAR 147
genotipinde ise %52 oraninda azalma gosterdigi; PEG 6000 uygulama grubuyla
kiyaslandiginda ise CAT aktivite degerlerinin KAR 98 genotipinde %12 oraninda
azaldigi, KAR 147 genotipinde ise 6nemli degisim gdstermedigi tespit edilmistir.
Nitrik oksit uygulamasinin etkisini tespit emek amaciyla yapilan PEG 6000 + NO +
cPTIO uygulamalarinda CAT aktivite degerlerinin kontrol gurubuna kiyasla KAR 98
ve KAR 147 genotiplerinde sirasiyla %22 ve %63 oranlarinda azalma gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.10).

Stiperoksit dismutaz enzimi, siliperoksit radikalini ortadan kaldirmakta fakat

bunun sonucunda toksik 6zelligi yine ¢ok yiiksek olan bir baska madde olan hidrojen
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peroksit olusmaktadir. Hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu saglayan katalaz
hiicresel zarar1 Onlemede rol alan en etkili antioksidan enzimlerden birisidir
(Scandalios, 1993). Katalaz, peroksizomlarda gii¢lii oksidan H,O,’ yi, H,O ve

molekiiler oksijene ¢eviren bir enzimdir.

Cizelge 4.10. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin yapraklarindaki CAT aktivite degerleri
(Unite mg™* protein) Ortalama degerlerin yanlarinda bulunan farkh harfler istatistiksel
bakimdan farklidir (P < 0,05;n = 6; SH: standart hata)

CAT (Unite mg™ protein)

Uygu|ama|ar Kar 98 Kar 147
Unite mg™ Unite mg™
protein SH protein SH
0. giin 145,25 +28,08 a 163,62 +422a

Kontrol 115,31 +1,54b 148,06 +13,64 a
= Kontrol + NO 117,76 +596Db 159,12 +16,24 a
=
®0  Peg 6000 89,43 +5,78 C 67,04 +9.39 de
=]
- Peg 6000 +NO 78,45 +2,53 cd 71,40 +3,48 de

Peg 6000 + NO + cPTIO 89,85 +5,05¢ 54,51 +2.53¢e

m Kar9s Kar147

180 " a
- 160 o ta "
.g 140 3 1 b
8 120
E' 100 c g ‘
g 80 de (:
Pt 60 & :
6 40

20
0 -
Kontrol NO PEG PEG+NO PEG+NO+cPTIO
0. giin 10, gin

Sekil 4.10. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin yapraklarindaki CAT aktiviteleri (Unite mg™
protein) Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin tizerindeki farkli
harfler istatistiksel bakimdan farklidir (P < 0,05; n = 6)

Calismamizda kuraklik stresine baglhh olarak karpuz genotiplerinin
yapraklarindaki CAT aktivitelerinde olusan azalma oranmin kurakliga hassas KAR
147 genotipinde daha yiiksek olmasi CAT enzim aktivitesini artirma konusunda
KAR 98 genotipinin kuraga toleransinin daha yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir.

Karpuz bitkisi ile yapilan bir tuz stresi ¢alismasinda CAT enzim aktivitesinin artig
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gosterdigini bu artisin toleranslt olan bitkilerde 6n plana ¢iktigini ifade etmislerdir
(Reddy ve ark., 2004; Yong ve ark., 2006; Yasar ve ark., 2008a). Bununla beraber
NO ile yapilan bir bagska calismada katalaz aktivitesinin NO tarafindan inhibe
edildigi bulunmustur (Clarke ve ark., 2000). Fakat calismamizda NO tek basina
karpuz  genotiplerinin  yapraklarindaki CAT  aktiviteleri 6nemli oranda
etkilememesine ragmen kuraklik stresi kosullarinda NO uygulanan gruplarda CAT

aktivitesinde azalmalar meydana gelmistir.

4.3. Lipid Peroksidasyonu Bulgulari

Calismada kullanilan karpuz genotiplerinin lipid peroksidasyon diizeyleri
malondialdehit (MDA) miktarinda meydana gelen degisimlere gore belirlenmis ve
elde edilen degerler Cizelge 4.11° de ve bu degerlere ait grafikler Sekil 4.11° de

verilmigtir.

Calismada kullanilan karpuz genotiplerindeki yaprak MDA miktarlarinin
genotipler arasinda ve uygulamara bagli olarak farkliliklar gosterdigi goriilmistiir.
Kontrol guruplaria nitrik oksit ilavesiyle, MDA miktar1 KAR 98 genotipinde %13
oraninda artarken, KAR 147 genotipinde %25 oraninda azalmistir. Kuraklik
olusturmak amaciyla PEG 6000 uygulanan kosullarda MDA miktar1 kontrole gore
kurakliga dayanikli KAR 98 genotipinde %59 oraninda artarken, kuraklik kosullarina
hassas olan KAR 147 genotipinde %51 oraninda artmistir. Kurak sartlarda nitrik
oksit uygulamasinin yapildigi kosullarda kontrole gore KAR 98 genotipinin MDA
miktarinda %47 oraninda artma olurken KAR 147 genotipinde %44 oraninda artigin
oldugu belirlenmistir. PEG 6000 uygulamasi ile kiyaslandiginda NO uygulamas: ile
MDA miktarlarinin KAR 98 genotipinde %7 ve KAR 147 genotipinde ise %35
oraninda azaldig1 tespit edilmistir. Nitrik oksit uygulamasinin etkisini tespit emek
amaciyla yapilan PEG 6000 + NO + cPTIO uygulama grubunda KAR 98 ve KAR
147 genotiplerinde sirastyla %73 ve %57 oranlarinda artisin oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 4.11, Sekil 4.11).
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Cizelge 4.11. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin yapraklarindaki MDA miktarlar1 (nmol g™
YA) Ortalama degerlerin yanlarinda bulunan farkli harfler istatistiksel bakimdan
farklidir (P < 0,05;n = 6; SH: standart hata)

MDA (nmol g™ YA)

Uygulamalar Kar 98 Kar 147
nmolg* YA  SH nmolg* YA  SH
0. giin 19,35 +0,58 11,16 +1,06
Kontrol 30,79 +0,54 h 27,64 +3,811
S Kontrol + NO 34,81 +1,19¢g 20,63 +3,06 j
®0  Peg 6000 48,93 +34Db 41,79 +0,85 €
= Peg 6000 +NO 45,40 +3,62 ¢ 39,88 +6,58 f
Peg 6000 + NO + cPTIO 53,38 +0,58 a 43,27 +0,25d
60 o Kar98 Kar147 ,
? 50 3 E : d
%ﬂ 40 g8 = ] =
§ h i 4
T 30 i
! , i |
E 20 I
p-4 k
Q
z 4 =
a
Kontrol NO PEG PEG+NO PEG#NO+CPTIO
Q. giin 10. giin

Sekil 4.11. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin yapraklarindaki MDA igerikleri (nmol g™
YA ) Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin {izerindeki farkl
harfler istatistiksel bakimdan farklidir (P < 0,05; n = 6)

Bitkilerde algilanan stres sonucunda meydana gelen oksidatif hasarin 6nemli

bir gostergesi membran lipidlerinin peroksidasyonudur ve ortamdaki malondialdehit

(MDA) miktaria gore tayin edilmektedir (Elstner ve Osswald, 1994). Aktif oksijen

tiirevleri membran lipidlerinin peroksidasyonuna neden olmakta ve hiicre zarinda

hasara yol ag¢maktatir (Sreenivasulu ve ark.,

1999).

Lipid peroksidasyonu

driinlerinden olan malondialdehit’in miktarinin belirlenmesi, oksidatif zararin en

basit gostergesi olarak kullanilmistir (Spychalla ve Desborough, 1990; Jagtap ve
Bharguva, 1995; Zhang ve Kirkham, 1996).
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Calismamizda iki farkli karpuz genotipine kuraklik stresi altinda nitrik oksit
uygulamasi sonucunda bitkilerin yapraklarinda MDA miktarlar 6l¢iilmiistiir. Karpuz
genotiplerinin MDA miktarlar1 farkliliklar gostermistir ve kontrol gruplara nitrik
oksit uygulamasinin yapildigi kosullarda KAR 98’de artis gosterirken KAR 147°de
azalma gosterdigi belirlenmistir. Kurak kosullarda MDA miktarlarinin = artig
gostermistir ve artis oranlarinda birbirine yakin degerler bulunmustur. Kurak
kosullarda nitrik oksit uygulamasinda ise MDA miktarinin her iki genotipte de
birbirine yakin degerlerde azaldig belirlenmistir. Calismamizda NO uygulamasinin
karpuz genotiplerinin kuraklik stresine bagli olarak yapraklarindaki MDA miktarinda
meydana gelen artiglari kismen de olsa azalttigi goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan
calismalarda lipid peroksidasyonunun cgevresel stres kosullari sonucunda olusan
oksidatif stres hasarina bagli olarak 6zellikle kuraga duyarlilik gésteren genotiplerde
daha fazla artis gostredigi belirtilmistir (Karanlik, 2001; Aktas, 2002; Tiirkan ve ark.,
2005; Yasar ve ark., 2006; Kusvuran ve ark., 2008; Yasar ve ark., 2008a, b).

4.4. Elektrolit S1zintis1

Calismada kullanilan karpuz genotiplerinin hiicre zar1 gegirgenligi elektrolit
sizintisinin Olglimiiyle belirlenmis ve elde edilen degerler Cizelge 4.12° de ve bu
degerlere ait grafikler Sekil 4.12° de verilmistir. KAR 98 karpuz genotipinde kontrol
sartlarinda nitrik oksit uygulamasina bagl olarak elektrolit sizintisinin istatistiksel
bakimdan Onemli olmayan degisimler gosterdigi belirlenmistir. Kuraklik stresi
olusturmak amaciyla PEG 6000 uygulamasiin yapildigi kosullarda kontrole gore
elektrolit s1zintis1 KAR 98 genotipinde %36 oraninda artarken, kurak sartlarda KAR
147 genotipinde bu artis oran1 %18 oraninda olmustur (Cizelge 4.12, Sekil 4.12).
Kurak sartlarda nitrik oksit uygulamasinin yapildigi kosullarda da kontrole gore
elektrolit sizintis1 artis gostermis ve bu artis oranlarinin KAR 98 ve KAR 147
genotiplerinde sirasiyla %20 ve %75 oranlarinda oldugu belirlenmistir. PEG 6000
uygulamasi ile kiyaslandiginda elektrolit sizintistnin KAR 98 genotipinde %12
oraninda azalirken, KAR 147 genotipinde %49 oraninda arttig1 tespit edilmistir.
Nitrik oksit uygulamasinin etkisini tespit emek amaciyla yapilan PEG 6000 + NO +
cPTIO uygulamalarinda 10. glinde elektrolit sizintisinin kontrol grubuna gore KAR
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98 ve KAR 147 genotiplerinde sirastyla % 57 ve % 85 oranlarinda artis gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.12)

Cizelge 4.12. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin elektrolit sizintis1 degerleri (%) Ortalama
degerlerin yanlarinda bulunan farkli harfler istatistiksel bakimdan farklidir (P < 0,05;n =
6; SH: standart hata)

Elektrolit sizintis1 (%)

Uygulamalar Kar 98 Kar 147
% SH % SH
0. giin 22,21 +3,03 e 25,33 +5,65¢e
Kontrol 24,42 +2.45 de 27,23 +5,13 cde
= Kontrol + NO 23,53 +239¢e 28,15 +5,63 cde
=
;." Peg 6000 33,13  +3,52bc 32,06  +3,19 bed
™ Peg 6000 +NO 29,29 43,54 cde 47,72 +0.79a
Peg 6000 + NO + cPTIO 38,39 +5,56 b 50,38 +2.89a
60 = Kar9s Karla?
a .
50 2 pe
£ 7
:i cde cde hf( nee cde
§ 30 ¢ de T ] 4
E = 1 1 - B
'3 20
3
Q
Xontrol NO PEG PEG+NO PEG+NO+cPTIO
0. gin 10. giin

Sekil 4.12. KAR 98 ve KAR 147 karpuz genotiplerinin yapraklarindaki elektrolit sizintis1 degerleri
(%) Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir ve siitunlarin tizerindeki farkli
harfler istatistiksel bakimdan farklidir (P < 0,05; h = 6)

MDA igeriginin yani sira elektrolit sizintisindaki artis da oksidatif strese maruz
kalan biyolojik membranlarin zarar gordiigliniin bir diger gostergesidir (Munne-
Bosch ve Penuelas, 2003). Bu tiir degisimler, ¢cogunlukla ROT lerinin tiretimindeki
artistan, Ozellikle de diger ROT’lerine gore daha uzun Omiirlii olan H0,
birikiminden kaynaklanir (Apel ve Hirt, 2004). Elektrolit sizintist NO uygulamasina

bagl olarak her iki karpuz genotipinde énemli bir degisim gdstermemesine ragmen,
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PEG 6000-tesvikli kuraklik stresi ile her iki karpuz genotipinde elektrolit sizintisi
diizeyi artig gostermistir. Kuraklik stresi altinda NO uygulamasiyla sadece KAR 98
genotipinin elektrolit sizintisinda kuraklik stresi grubuna gore azalma goriiliirken,
kurakliga duyarli KAR 147°de daha fazla artis oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara
benzer olarak Lei ve ark. (2003), NO’in lipid alkoksil ve peroksil radikalleriyle
reaksiyona girerek ROT-tesvikli lipid oksidasyonunu durdurabildigini ve NO donoru

olan SNP’nin koruyucu 6zelliginin bu nedenden kaynaklandigini bildirmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Karpuz genotiplerine uygulanan kuraklik stresine karsi gosterdikleri tepkilerin
farkli oldugu belirlenmistir. Genotipler arasindaki farklilik MDA, elektrolit sizintisi,
SOD, CAT ve POX enzimleri, oksidatif strese karsi bitkinin savunma sistemlerinin
iriinii olan antioksidan enzimlerin aktivitelerinin bu kapsamda etkin rollerinin
bulundugu belirlenmistir. Karpuz bitkisinin dayanikli ve hassas genotiplerine
kuraklik stresine bagli nitrik oksit uygulamasi karsisinda tepkileri incelenerek ortaya
cikarilmistir ve kurakliga toleransta antioksidatif savunma mekanizmalarinin
etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan bu calismada elde edilen sonuglar asagida
Ozetlenmistir:

e Su kiiltiirii ortaminda hoagland besin ¢ozeltisi i¢cinde yetistirilen kurakliga
dayanikli ve kurakliga hassas karpuz genotiplerine % 15 PEG 6000
kullanilarak kuraklik stresi yasatilmistir. Kuraklik stresi kosullarinda karpuz
genotiplerinde kok, govde yas ve govde kuru agirlhk ve govde boyu
degerlerinde azalmalar meydana gelirken, nitrik oksit uygulamasi ile
bitkilerde govde yas agirlik, kok kuru agirlik, gévde boyu ve kok boyu
tizerinde artiglar oldugu tespit edilmistir.

o Antioksidan enzim aktiviteleri, karpuz tiiriinde etkili bir mekanizma olarak
degerlendirilmistir. SOD enzim aktivitesinin kuraklik stresi kosullarinda
toleransli olan KAR 98 genotipinde hassas olan KAR 147’ye gore daha fazla
artig gosterirken, bu artigin nitrik oksit uygulamasi ile daha da fazla arttig
gozlenmistir. POX ve CAT enzim aktiviteleri gerek kurakliga toleransh
gerekse hassas karpuz genotiplerinde uygulamalara bagli olarak diisiis
gostermistir.

e Lipid peroksidasyonu bitki hiicrelerinde kuraklik stresi tolerans diizeylerinin
belirlenmesinde etkili bir parametre olarak goriinmektedir. Kurak kosullarda

nitrik oksit uygulamasinda ise MDA miktarinin her iki genotipte de birbirine
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yakin degerlerde arttigi belirlenmistir. Nitrik oksit uygulamasinin bu artiglar
az da olsa engelledigi tespit edilmistir.

e Elektrolit sizintis1 nitrik oksit uygulamasima bagli olarak her iki karpuz
genotipinde 6nemli bir degisim gostermemesine ragmen kuraklik stresi ile her
iki karpuz genotipinde elektrolit sizintis1 diizeyi artis gostermistir. Kuraklik
stresi altinda nitrik oksit uygulamasiyla kurakliga toleransli genotipte
elektrolit sizintis1 kuraklik stresi grubuna gore azalma gosterirken, kurakliga
hassas olanda daha fazla artig oldugu belirlenmistir. Karpuz genotiplerinin
elektrolit sizintisinda kuraklik stresine bagli olusan artislar membranlarin
stabilitesinin bozuldugunu gostermektedir. Nitrik oksit uygulamasinin KAR
147°de elektrolit sizintisindaki kuraklik stresinden kaynaklanan artiglar

tizerinde iyilestirici etkisinin bulunmadig1 goriilmiistir.

5.2. Oneriler

Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular sonucunda, karpuz bitkisinin kuraklik
kosullarinda nitrik oksit uygulamasi ile kurakliga toleransin bir dereceye kadar
arttirabilecegi soylenebilir. Nitrik oksit uygulamalari ¢alismasinda kullanilan karpuz
genotiplerinden kurakliga toleransli olan genotipte kuraklik tolerans mekanizmasi
tizerinde tesvik edici etkilerde bulundugu goriilmiistiir. Bu calisma hidroponik
ortamda yapildigi icin elde edilen sonuglar 1s181inda toprak ortaminda da calismalar

yapilip incelenebilir.
Kurakliga toleransin genetik boyutu arastirilarak, ilgili genlerin tanimlanmasi

ve haritalanmasi, bu stres faktorlerine dayanim mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in

gerekli goriilmektedir.
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