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PRUNUS MICROCARPA VE BAZI SERT CEKIRDEKLi MEYVE ANACLARININ
TUZLULUGA TOLERANS YONUNDEN KARSILASTIRILMASI
(DOKTORA TEZI)

NEVZAT SEVGIN
OZET

Bu calismada Giineydogu Anadolu’dan secilmis ve anaglik potansiyelleri yoniiyle
onemli goriilen Prunus microcarpa nin ii¢ genotipinin (G1, G2, G3) tuzluluga tolerans
durumlari, standart bazi anaglarla (MaxMa 14, GiselA 5, Pixy, SL-64 ve Garnem)
karsilagtirmali olarak, ex vitro ve in vitro sartlarda arastirilmistir. Calisma kapsaminda
anaglarin tuz stresine toleranslarini belirlemek igin in vitroda explantler kontrol (0), 50, 100
veya 150 mM NaCl igeren Nas ve Read (2004) besi ortamina (NRM) aktarilmistir. EX vitro
sartlarda torf, perlit ve kum (2/1/1) karigimi ile dolu olan tiiplere aktarilmis genotipler
kontrol (0), 50, 100 veya 150 mM NaCl igeren soliisyonla sulanmistir. Her iki denemede
dort haftanin sonunda genotiplerin siirgiin gelisimi, Klorofil a, Klorofil b, Prolin, Lipid
peroksidasyonu (MDA), Hidrojen peroksit (H,0,), Zarar gérmiis dokularin orani, Yaprak
doku elektrik iletkenligi, yaprak oransal su kapsami igerigi ve antioksidant enzim (SOD,
POX, CAT, APOX ve GR) aktivitelerindeki degismeler degerlendirilmistir.

Calisma sonucunda tuzluluk stresinin hem in vitro hem ex vitro kosullarda biitiin
genotiplerin bilylime ve gelismesini (slirglin sayisi, siirgiin uzunlugu) engelledigi ve
genotiplerin strese tepkilerinin farkli oldugu belirlenmistir. Tuzluluk stresinin 6zellikle 100
ve 150 mM NaCl konsantrasyonunun biitiin genotiplerde Prolin, MDA, SOD, CAT, POX,
APOX, GR miktarlarin1 artirdigi goriilmiistiir. Prunus microcarpa nin ozellikle G2
genotipinin diger tiirlerin genotiplerine goére tuza dayanim bakimindan One c¢iktigi

belirlenmistir.

Sonu¢ olarak c¢alisma kapsaminda kullanilan ve {ilkemiz orijinli olan Prunus
microcarpa genotiplerinin uygun topraklarin yani sira, kismen tuzlu topraklarda veya
sulama suyunun nispeten tuzlu oldugu yerlerde en az diger standart anaglar kadar rahat bir
sekilde kullanilabilir oldugu sonucuna varilmastir.

Anahtar Kelimeler: Anag, antioksidatif enzimler, Prunus microcarpa, tuzluluk stresi.
Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Bahge Bitkileri Anabilim Dali, Eyliil / 2014

Danisman : Prof.Dr Mehmet NURI NAS
Sayfa say1s1:108



COMPARISON OF PRUNUS MICROCARPA AND SOME STONE FRUIT
ROOTSTOCKS WITH RESPECT TO SALINITY TOLERANCE
(Ph.D THESIS)

NEVZAT SEVGIN

ABSTRACT

In this study, in vitro and ex vitro salinity tolerance of three Prunus microcarpa
genotypes (G1, G2 and G3) selected from South East Anatolia was investigated in
comparison with that of some standard rootstocks (MaxMa 14, GiselA 5, Pixy, SL-64, and
Garnem). To determine salinity tolerance of rootstocks, explants were cultured in vitro on
Nas and Read (2004) Medium (NRM) containing 0, 50, 100 or 150 mM NaCl. Also, in the
greenhouse (ex vitro) plants were transplanted to pots containing a mixture of peat, perlite
and sand (2/1/1) and were watered with 0, 50, 100 or 150 mM NacCl solution. Four weeks
after the application of salinity treatments shoot growth, chlorophyll a, chlorophyll b,
Proline, Lipid Peroxidation (MDA), Hydrogen Peroxide (H202), leaf tissue damage, leaf
tissue electrical conductivity, leaf relative water content and activity of antioxidative
enzymes (SOD, POX, CAT, APOX and GR) were analyzed.

Salinity stress inhibited the growth and development of all genotypes both in vitro
and ex vitro and depending on genotypes the response to salinity stress varied. Under
salinity stress particularly at 100 and 150 mM NacCl level Proline, MDA, SOD, CAT, POX,
APOX and GR increased in all genotypes. Prunus microcarpa, especially G2 genotypes,
seemed to be more tolerant to salinity stress compared to the genotypes of the other species
tested.

Prunus microcarpa genotypes of Turkey origin tested in this study could be used as
potential rootstocks in soils suitable for fruit culture, in lightly saline soils and when

irrigation water is brackish, at least as safe as the other standard rootstocks tested.
Key Words: Antioxidative enzymes, Prunus microcarpa, rootstock, salinity stress.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

dS/m : Desisimens/metre

Ug™ " Unite/gram

umol/g : Mikromol/gram

umol : mikromol

mM > milimol

TBA . Tiobarbiitirik asit

TCA . Trikloroasetik asit

PMSF : Phenylmethylsulfonyl fluoride

DTT : 1,4- dithiothreitol

GSSG :  L-Glutathione Oxidized

NADPH ~ B-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced
" tetra(cyclohexylammonium) salt

DAP :  3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate

PVP :  Polyvinylpyrrolidone

NBT : Nitro Blue Tetrazolium

RWC . Doku Su Igerigi

MDA :  Malondialdehit

H,0, . Hidrojen Peroksit

SOD : Siiperoksit Dismutaz

POX :  Peroksidaz

CAT . Katalaz

APOX . Askorbat peroksidaz

GR . Glutatyon rediiktaz

NRM : Nas Read Medium

NaCl : Sodyum Klortir
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1. GIRIS

Siirekli artan diinya niifusunu beslemek ve ihtiyaglarini karsilamak i¢in tarima uygun
ekilebilir alanlarin arttirilmasi ve ekilebilir mevcut tarim alanlarinin insan kaynakli ve dogal
etmenlerle tahrip olmasinin Oniine gecilmesi gerekmektedir. Ciinkii tarim alanlarinda
meydana gelen azalma ve bozulmalar iiretimi dogrudan etkilemektedir. Diger taraftan, tarima
uygun arazilerde bitki gelisimini olumsuz etkileyen g¢evresel faktorler nedeniyle her yil ciddi

tiriin kayiplari meydana gelmektedir (Corwin ve Lesch, 2005).

Bitkisel iiretimde stres; bir veya birden fazla etkenin, bitkiyi etkileyerek biiylimede
yavaslamaya ve verim dislkliigline neden olmasi seklinde tanimlanmaktadir (Esin, 2007).
Bitkide strese neden olan etmenler; biyotik kokenli olabildikleri gibi tuzluluk, kuraklik, diisiik
ve yiiksek sicaklik, besin elementi eksikligi veya fazlaliklar1 gibi abiyotik kokenli de
olabilmektedir. Toprak tuzlulugu ozellikle kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde
goriilmektedir. Boyle bir iklim bolgesinde sulama yapilmasi halinde tuzluluk ¢ok daha hizli
bir sekilde ortaya ¢ikabilmektedir. Sulama ile topragin alt katmanlarinda bulunan tuz,
buharlasma sirasinda kapillarite ile yukar1 taginmakta ve bitkinin kok bolgesi civarinda
birikmektedir. Sulamanin yanlis uygulanmasi, drenajin yeterli olmamasi veya sulama suyunda
yiiksek konsantrasyonda eriyebilir tuzlarin bulunmasi tuzlanmanin diger nedenleri arasinda
gosterilebilir. Toprakta tuz konsantrasyonunun artmasi ile birlikte bitkinin topraktan su alimi
giiclesmekte, topragin yapisi bozularak bitki gelisimi yavaslamakta ve hatta bitkinin 6liimiine

neden olmaktadir (Ekmekgi ve ark., 2005).

Diinya {lizerinde tarim bakimindan kullanilabilir araziler maruz kaldiklar1 stres
faktoriine gore siralandiginda en biiyiik payr %26’ lik pay ile dogal bir stres faktorii olan
kuraklik stresi altindaki topraklar olusturmaktadir. Bunu %20 ile mineral stres, %15 ile soguk
ve don stresi takip etmektedir. Bunlarin disinda kalan %29 luk pay: tiim diger stresler alirken
yalnizca %10’ luk bir alan herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Blum, 1986).
Kuraklik ve yiliksek tuzluluk bitki gelisimi ve veriminde en ciddi hasari olusturan iki

faktordir.

Tuzluluk bitki gelisimini etkileyen temel etmenlerden biridir ve her yil bir milyon
hektardan fazla arazinin tuzluluga maruz kaldigi tahmin edilmektedir (Dubey, 1990).
Diinyadaki ekim alanlarinin %50’sinin ve tarimsal alanlarin %20’sinin tuz stresi altinda

oldugu tahmin edilmektedir (Flowers ve Yeo, 1995). Tuzluluk dogal yolla olabildigi gibi



sulama uygulamalarinin yanlis yapilmasi sonucu insan kaynakli da ortaya ¢ikabilir. Bu

nedenle sulu tarim yapilan alanlarda tuzluluk 6nemli bir problem olarak goriilmektedir.

Diinyada sulanan alanlarin yaklasik %50°’si taban suyu, tuzluluk ve sodyumluluk etkisi
altindadir. Tirkiye’de yaklasik 1.5 milyon hektar alanda tuzluluk ve sodyumluluk problemi
bulunmaktadir. Bu alan Tirkiye yiiz ol¢limiiniin %?2’sine, sulamaya uygun arazilerin
%32,5’ne toplam islenen tarim arazilerinin %5,5’ine, ekonomik olarak sulanabilen 8.5 milyon
hektar arazinin %17’sine tekabiil etmektedir. Toplam sorunlu alanlarin %74’i tuzlu, %25’

tuzlu-sodyumlu ve %0,5°1 ise sodyumlu topraklardan olusmaktadir (Kanber ve ark., 2005).

Tiirkiye 77.95 milyon hektarlik bir izdiislim alanina sahiptir. Bu alanin yaklasik
%36's1 tarim arazisi (28 milyon ha), tarim arazisinin de % 45’1 (12,5 milyon ha) sulanabilir
niteliktedir. Tiirkiye de 78 milyon ha toplam arazinin %27,3’tinde (21,3 milyon ha) kuru
tarim, %5,6’sinda (4,4 milyon ha) sulu tarim, %3,1’inde (2,42 milyon ha) bag, bahge ve 6zel
riin tarimi yapilmakta, % 27,6’s1 (21.5 milyon ha) cayir-mera ve %29,8’1 (23,3 milyon ha)
orman-funda olarak kullanilmaktadir (DPT, 2007). Giinimiiz kosullarinda sulamaya
ayrilabilir su kaynaklar1 potansiyeli ile sulanabilir alanlarin tiimiinii sulamak olas1
goriilmemektedir. Mevcut su kaynaklar1 potansiyeli ve halen uygulanan sulama teknolojileri
ile ancak, 8.5 milyon ha alanin sulanabilecegi diisiiniilmektedir. Kiiresel 1sinma ile birlikte
mecut su havzalarinin azalmasi sonucu giinlimiizde sulanabilen tarim arazilerinin bir kisminin

ileride yeteri kadar sulanamayacag: diisiiniilmektedir.

Tiirkiye'de 26 adet su toplama havzasi bulunmaktadir. Tiirkiye yillik ortalama 643 mm
yagis almakta, bu deger yilda 501 milyar m? suya denk gelmektedir. Ulkemiz kosullarinda
yagisin %37'si akisa gecmektedir. Bu durumda, yagisin 274 km®ii toprak-bitki-su yiizeyleri
sisteminden buharlasarak atmosfere geri donmekte, 41 km®i yeralt1 su depolarini beslemekte,
186.05 km™iiniin ise akarsular araciligi ile deniz, gol ve kapali havzalara bosalim i¢in akisa

gectigi kabul edilmektedir (Kanber ve ark., 2005).

Gol, nehir ve yer alt1 sulart ile topraktaki su (nem) aym1 zamanda cesitli besin
elementlerini (tuzlari) igerirler. Coziinebilir tuzlar; bitkiler tarafindan kolayca alinabilirler.
Bitki biinyesine alinan tuzlar belirli bir konsantrasyonun iizerine ¢ikinca bitki iizerinde farkli
sekilde zararlanmalara sebep olmakta. Toprakta asirt Na ve CI birikimi ozmotik basinci
arttirir ve suyun bitkiler tarafindan alinmasi engellenir, pH artar ve iyonik rekabet sonucu
besin alimmi sinirlanir, Yesil aksamda sorunlar olusur. Ca*?, K* ve Mg*? eksiklikleri ortaya
cikar (Meiri, 1984; Letey ve ark.,1990; Marschner, 1995).
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Tuz stresi cogunlukla yiiksek orandaki Na*ve CI varligindan kaynaklanmaktadir. Na,
Cl ve SO,” gibi iyonlarin yiiksek konsantrasyonda birikmesine spesifik iyon toksisitesi ad1
verilmektedir. Tuzun zararl etkileri spesifik iyon toksisitesinin ortaya ¢ikmasi, ozmotik
basincin artmasi ve suyun kullanilirhigimin azalmasiyla olusur (Yilmaz ve ark., 2011; Kumar
ve Bandhu, 2005).

Tuz stresi, bitkilerde genellikle kok govde ve yapraklarda toplam yas agirlik ve kuru
madde miktarinda azalmalara sebep olmaktadir (Hernandez ve ark., 1995; Parida ve Das,
2004). Ayrica bitki boyunda, siirgiin uzunlugunda, bitki basina diisen yaprak sayisinda, kok
uzunlugunda ciddi azalmalara (Mohammad ve ark., 1998) bogum aralarinin kisalmasina ve

yaprak dokiimlerine neden olmaktadir (Kozlowski, 1997).

Tuz stresine maruz kalan bitkiler, toprak gozeneklerindeki serbest suyun baglanmasi
sonucu kok bolgesinde olusan osmotik basingtan dolay1 su alamadigindan gerekli bolgelere su
gonderemez. Bitki hiicrelerindeki turgorun azalmasiyla birlikte ig¢sel bitki hormonlarindan
Absisik Asitin (ABA) sentezlenmesi artar (Kumar ve Bandhu., 2005). Absisik asidin
artmastyla bitki stomalarmi kapatarak su kaybimmi1 en aza indirmeye c¢alisir. Stomalarin
kapanmasiyla birlikte transpirasyon engellenerek stoma iletkenliginin azalmasina sebep olur
(Munns ve Tester, 2008). Stoma iletkenliginin azalmasi kloroplastlara giren CO;, miktarinda

diisiise sebep olur ve net asimilasyon miktar1 azalir (Agastian ve ark., 2000).

Bitkilerde tuz stresinin artmasiyla birlikte bitkilere zarar veren bir diger etmende stres
ile birlikte reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sentezlenmesidir. Ozmotik stres sonucu su
eksikligi olusmakta ve hiicresel elektron taginiminda bozulmalara, siiper oksit (O7), hidrojen
peroksit (H20,), hidroksil radikali (OH"), alkoksi radikali (LO) ve tekil oksijen (O) gibi
serbest radikallerin olusmasina neden olmaktadir. Serbest radikaller eslesmemis elektron
iceren atom, atom gurubu veya molekiillerdir (Elstner, 1987; Parida ve Das, 2004) ve stres
sartlarinda kloroplast, mitokondri, sitoplazma ve endoplazmik retikulumda metabolik
reaksiyonlar sonucu olusurlar (Mittler ve ark., 2004). Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin
olusmastyla enzimlerin ¢alismasi engellenir veya azalir, hiicrede membran lipidleri, niikleik
asitler, protein sentezi, klorofil gibi hiicre bilesenlerinde zarar meydana gelir (Koca ve ark.,
2007; Yasar ve ark., 2008). Bu nedenle ROS seviyelerinin optimum sinir1 gegmemesi gerekir
(Quiles ve Lopez, 2004).



Tuz stresini ortadan kaldirmak ve bitkisel iiretimdeki zararlanmanin Oniine ge¢gmek
icin tuzlu topraklarin islahinin ekonomik ve pratik olmadigi bunun yerine son yillarda tuza
dayanikli bitki tiir ve genotiplerin yetistirilmesi daha mantikli goriilmektedir. Yiiksek oranda
¢Oziinebilir tuz iceren ortamlarda bitkilerin biiyiimesini ve kabul edilebilir bir verimle hayat
dongiisiinlii tamamlayabilme kabiliyeti olarak tanimlayabilecegimiz tuz toleransi, bitkilerde

farkl sekillerde olmaktadir.

Marschner’e (1995) gore, bitkilerde tuza tolerans iki sekilde gerceklesmekte olup
bunlardan birincisi, tuzdan sakinim (exclusion) mekanizmasidir. Bu mekanizmaya sahip
bitkiler tuzun almmini sinirlayarak toksiteyi onleme yetenegine sahiptirler. Ikincisi, tuzu
kabullenme (inclusion) mekanizmasi; bitkinin sodyum (Na) ve klor (Cl)’a doku toleransi
gostermesidir. Bitki Na’u fazla aldig1 halde, bitkideki zararlanma az veya hig¢ yok ise, bitkide
doku toleransindan bahsedilebilmektedir. Bitkilerin tuza karsi reaksiyonu, bitkinin gelisme
donemine, ortamdaki tuzun konsantrasyonuna, tuza maruz kalma siiresine, 151k, sicaklik ve

toprak tekstiirii gibi ¢cevre kosullarina bagl olarak degisebilmektedir.

Farkli bitki tiirleri ve tiir igerisindeki genotipler tuza karst farkli tolerans
gosterebilmektedir. Bir genotipin tuz stresine karsi toleransini gosteren birgok morfolojik-
fizyolojik parametre oldugu belirtilmektedir. Tuzdan sakinim veya tuzu kabullenmeye bagl
olarak tuza toleransin belirlenmesi i¢in bitkilerin degisik doku ve organellerindeki iyonlarin
(Na, K, CI) birikimi (Sykes, 1992), bitkideki tasanimi ve dagilimi ya da translokasyonu
(Hasegawa ve ark., 1986), organik madde sentezleme ve biriktirme yeteneklerinin (Banuls ve

Primo-Millo, 1992) arastirildig1 gériilmektedir.

Son yillardaki aragtirmalar, stres altinda antioksidant miktarlarimi ve antioksidatif
enzim aktivitelerini daha fazla arttiran bitkilerin, oksidatif zarara karsi1 daha direncli oldugunu

gostermektedir (Wise ve Naylor, 1987; Spychalla ve Desborough, 1990).

Antioksidantlardaki artisin birgok bitkideki tuz toleransi ile yakindan iligkili oldugu
rapor edilmistir (Gossett ve ark., 1994; Benavides ve ark., 2000; Hernandez ve ark., 2000) .
Antioksidatif savunma sisteminde yer alan antioksidatif enzimler bir takim kompleks
reaksiyonlar ile reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar.
Bitkilerdeki antioksidant enzimlerin basinda Siiperoksit Dismutaz (SOD), Askorbat
Peroksidaz (APOX), Glutatiyon Rediiktaz (GR), Katalaz (CAT), Peroksidaz (POX), Polifenol
Oksidaz (PPO), Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR), Dehidroaskorbat (DHAR) gibi

diisiik molekiillii enzimler gelmektedir. Ayrica antioksidatif savunma sisteminde gorev alan
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Vitamin E, Antosiyanin, Askorbik Asit (ASA), Glutatyon (GSH), tokoferol ve karotenoidler
gibi enzimatik olmayan antioksidatlarin reaktif oksijenlerin zararli etkisini azaltmada rol
aldiklart bildirilmektedir (Cakmak ve Marschner, 1992; Cakmak, 1994; Gosset ve ark., 1994;
Noctor ve Foyer., 1998; Sreenivasulu ve ark., 2000; Gupta ve ark., 2000).

Sert ¢ekirdekli meyve tiirleri genellikle toprak tuzluluguna karsi duyarlidirlar. Normal
sartlarda sert cekirdekli meyvelerde yapraklara ¢ok az miktarda Na iletilmektedir. Ancak
tuzlu topraklarda yapraklara fazla miktarda gonderilen Na yapraklarin yanmasina, verim
kaybima ve hatta bitkinin 6lmesine neden olabilmektedir (Bernstein, 1980). Meyvecilikte bu
gibi sorunlarin ortadan kaldirilmasinda veya minimuma indirilmesinde anag¢ kullanimi ¢ok
biiyiik 6nem arz etmektedir. Ozellikle stres kosullarma dayanikli/toleransli anaglarm
kullanim1 ile birlikte kullanilamayan tarim arazilerinin degerlendirilmesi miimkiin hale
gelebilmektedir. Ciinkii anaglar, {izerine asilanan g¢esidin gelismesini, hastalik ve zararlilara
dayanimini, verimini, meyve kalitesini, tuza, kuraga, kirece, dona, taban suyuna dayanimi gibi
ozellikleri etkilemektedir (Arici, 2008). Anag¢ 1slah ¢alismalarinin amaci bu tiir sorunlarin
iistesinden gelebilecek {stiin Ozellikli anaglar gelistirmeye yonelik olmasma ragmen
giiniimiizde yaygin olarak kullanilan anacglar yukarida belirtilen birgok 6zellik bakimindan
arzu edilen seviyede bulunmamakta ve bu nedenle yeni anaglara ihtiyag duyulmaktadir (Nas
ve ark, 2010).

Ulkemizde toplam meyve iiretiminin yaklasik %25’lik bir dilimi sert cekirdekli
meyvelerden olugsmaktadir. Sert ¢ekirdekli meyve iiretimi bakimindan diinyada sayili tilkeler
arasinda bulunan iilkemizde 2013 yilinda toplam 2.4 milyon ton sert ¢ekirdekli meyve tretimi
gerceklesmistir (TUIK, 2013). Tiirkiye kiraz ve kayisi iiretiminde diinyada birinci sirada,
seftali ve nektarin tiretimi bakimindan altinci Sirada, erik tiretimi bakimindan besinci sirada
yer almaktadir (FAO, 2012). Modern meyvecilik yontemlerinin uygulanmasiyla birlikte sert
cekirdekli meyvelerdeki tiiretim miktart ve yeni kurulan bahce sayisi her gegen giin
artmaktadir. Bu durumda iistiin 6zelliklere sahip anaglarin kullanilmasi 6nem kazanmaktadir.
Ciinkii segilen ana¢ hem iiretim miktarin1 hem de meyve kalitesini etkilemektedir. Ozellikle
tuzlu, kiregli, yiiksek taban suyu gibi uygun olmayan kosullarda iiriin kalitesini ve miktarini

onemli derecede etkileyeceginden dolay1 anag¢ se¢imine ¢ok dikkat edilmelidir.



Tarihsel siire¢ icerisinde siirekli iistiin Ozelliklere sahip ¢esitler ve bodur anaclar
gelistirmek i¢in uzun cabalar ve programlar uygulanmistir. Bu sebepten dolayr hastalik ve
zararhilara dayanikli, cevresel streslere (kuraklik, tuzluluk, sicaklik) tolerans ve erkenciligi
saglayan bodur anaglar gelistirme yoluna gidilmistir (Nas ve ark., 2010). Biitiin 1slah
caligmalar iistiin 0zellikteki anaglar1 gelistirme {izerine olmasina ragmen giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan standart anaglarda istenmeyen oOzellikler bulunmakta ve yeni anaglar
gelistirmeye ihtiya¢ duyulmaktadir. Ornegin kiraz iiretiminde kullanilan GiselA 5 ve MaxMa
bodur anaglar oldugu gibi erkenciligi de saglamakta ancak bu anaglar Phytophthora spp.” nin
neden oldugu kok ¢liriikliigli hastaligina hassastirlar (Exadaktylou and Thomidis, 2005; Nas
ve ark., 2010).

Sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginde uzun yillar boyunca kus kirazi, mahlep, seftali
yozlari, badem, kiraz, erik, kayis1 ¢ogiirleri ve ‘Nemaguard’ ¢ogiirleri kullanilmistir. Ancak
uzun yillar kullanilan bu anaglarin tohumdan kaynaklanan biliylime ve diger kalitim
farkliliklari, ge¢ meyveye yatmalari (Arici, 2008) verimde diisiik kalite ve verim azligi,
cevresel strese duyarliliklar1 ve pazar isteklerine uygun kaliteli {iriin elde edilememesinden

dolay1 ¢cogiir anaglar yavag yavas terk edilmekte ve klon anaglara talep artmaktadir.

Ekonomik acidan diisiiniildiigiinde toprak ve iklim sartlarina uyum saglamis, sik
dikime uygun, erken verime yatiran ve belirli alandan maksimum {iriin saglayan klonal anag
kullanim1 zorunlu hale gelmistir. Klonal ana¢ kullaniminda genetik farkliligin Oniine
gecilmekte, kaliteli bir ornek iiriin elde edilmekte, iscilik, ilaglama, bakim masraflar

azalmakta, genclik kisirlik donemi kisa oldugundan agaglar meyveye erken yatmaktadir.

Bodur ve yar1 bodur klonal anaclar, sik dikim meyve yetistiriciligine imkan vermekte
ve modern meyve yetistiriciliginin temelini olusturmaktadir. Klonal anaglar ¢6giir anaglara
gore erkencilik, yiiksek verim, hasat ve Kkiiltiirel islemlerin uygulanmasinda kolaylik
saglamakta ve is¢ilik masraflarin1 azaltmaktadir. Bu sebepten dolay: artik yeni kurulacak

bahgeler bodur ve yar1 bodur klonal anaglar tizerine tesis edilmektedir.

Sert cekirdekli meyve agaglari, ¢ogilir ve klon anaglar1 ilizerine asilama yapilarak
yetistirilmektedir. Ge¢gmiste sert ¢ekirdekli meyve fidani tiretiminde en yaygin ¢6giir anaglari
olarak; kus kiraz1 (Prunus avium), idris (Prunus mahaleb), visne, erik, seftali, badem ve
kayis1 ¢ogiirleri kullanilirdi. Glinlimiizde bazi ¢esitler icin hala ¢ogiir anaglar kullanilmakta.
Bu anaglar, iizerine asilanan c¢esitlerin meyveye gec yatmasi, {izerlerine asilanan agacglarin

biiyiimelerindeki farkliliklar, degisik iklim kosullarina adaptasyon zorlugu ve ¢esitli hastalik-
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zararhlara hassasiyetleri yiiziinden artik tercih edilmemeye baslanmaktadir. Bu anaglarin
yerine meyveye erken yatan, degisik iklim sartlarina kolay adapte olabilen, hastalik ve
zararlilara dayanikli anaglar elde etmek icin yogun olarak calismalar baslatilmistir. Ozellikle
kiraz ve visne (P. avium ve P. cerasus) tiirli i¢erisinde ¢ok sayida ¢ogiir ve klon anaglari ile,
tir ve tiirler aras1 melezleme yoluyla elde edilen hibrit klon anaglar1 bulunmaktadir. P.avium
¢oglir anaglarma Ornek olarak, Alkavo, Hiittner 170x 53, KW 101, Mazzard, OCR-1
verilebilir. Ayni tlirlin klon anaglarina ise, Charger, Cristimar L.A.L,, F 12/1°1 6rnek olarak
verilebilir. P. mahaleb ¢6giir anaglar1 arasinda, Alpruna, CT500, CT2753, Mahaleb 900 ve 4,
Tiirk Mahalebi; klon anag1 olarak ise Dunabogdany, SL-64, Bonn klonlar1 6, 58, 60, 62 gibi
anacglar yer almaktadir. P. cerasus tiiriinde ¢ogiir anaci olarak, Trevnenska, VG1, F442, llva;
klon anaci olarak da Stockton Morello, Vladimirskaya, VV1, CAB klonlar1 bulunmaktadir.
Son yillarda yogunlagan, tiir ve tiirler aras1 melezlemeler sonucunda elde edilen hibrit klon
anaglar1 arasinda ise Colt, Camil (GM 79), Damil (GM 61/1), Inmil (GM 9), GiselA klonlar1
ve MaxMa klonlar1 bulunmaktadir (Lezzoni ve ark., 1991).

GiselA (Giessen) serisi klonlar1 1965 yilindan beri Almanya’ da yiiriitiilen ¢aligmalar
sonucunda elde edilen melez klon anaglar1 olup, degisik serileri bulunmaktadir. Giessen’ de
yapilan yogun calismalardan sonra 13 klon tipi Amerika ve Avrupa’ da test edilmek {izere
piyasaya c¢ikartilmigtir. GiselA klon serileri arasinda en fazla 6nem kazananlari GiselA
1(172/9), GiselA 5(148/2), GiselA 6(148/1) ve GiselA 10 (173/9)’dur (Wertheim ve ark.,
1998). MxM (MaxMa, Prunus avium x P. mahalep) serisi klon anaglart Oregon orijinli olup
nemli ve killi topraklara iyi adapte olmustur. MaxMa 2, 14, 39, 60 ve 97 gibi serileri
bulunmaktadir. Bu serilerden MaxMa 14 ve MaxMa 97 klonlart en bodur olanlardir. Demir
eksikliginden kaynaklanan kloroza dayaniklidir (Callesen, 1998). Myrobolan 29C, Myrobolan
GF 31, Pixy, GF- 677, Gf -557, GF-657, GN, Marianna 2623, Marianna 2624, Hansen 2168,
Hansen 536 ve Nemaguard toprak istekleri ve iklim sartlarina bagh olarak sert ¢ekirdekli

meyve fidani liretiminde kullanilan anaglar arasinda yer almaktadir.

Diinyada meyve anag 1slahi calismalarindan elde edilen klonal olarak ¢ogaltilabilen ve
bodurluk saglayan anaglar sayesinde meyve yetistiriciligi gelismistir. Ulkemizde de klon anag
kullanim1 yayginlagsmaktadir. Ancak genetik kaynaklarimizin zenginligine ragmen diger
meyve tiirlerinde oldugu gibi heniiz sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginde kullanilabilecek

tilkemiz topraklarina ve ekolojik sartlarina uyumlu yerli anaglar gelistirilmemistir.



Farkl iilkelerde yapilan ¢alismalar sonucunda Prunus cinsine ait ekonomik 6neme
sahip meyve tlirlerinin 1slahinda ve bunlar i¢in kullanilan anaglarin gelistirilmesinde 6nemli
gelismeler saglanmis ve bu yondeki c¢alismalar halen devam etmektedir. Ulkemizdede anag
1slah1 c¢alismasi kapsaminda Prunus microcarpa’nin 1slah ¢alismalarinda ve 6zellikle
bodurlastiric1 anag olarak sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin yetistiriciliginde ticari potansiyele

sahip olabilecegi bildirilmistir (Nas ve Bolek, 2012).

Prunus microcarpa; tlilkemizde Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde 6zellikle
Mardin, Sirnak, Bitlis, Erzincan ve Siirt illerinde dogal yayilis gosteren, ¢ali formunda,
genellikle 1.5 metreden daha kisa boylanan, subsp. microcarpa ve subsp. tortuosa olmak
iizere iki alt tiir seklinde dogal yayilis gosteren bir Prunus tirtidiir (Sekil 1.1). Dogal yayilis
alani itibariyla iklim ve toprak sarlar1 dikkate alindiginda bu tiiriin olumsuz ekolojik sartlara

dayanikli olabilecegi ve 1slah programlari icin Onemli bir gen kaynagi olabilecegi

diistiniilmektedir.

Sekil 1.1 Ulkemizde dogal yayilis gdsteren Prunus microcarpa bitkileri genellikle 1,5
metreden daha kisa boylu olmaktadir. Resimde, aktif biiyiime (soldaki c¢ali) ve durgun
(sagdaki ¢ali) donemdeki yaklasik 140 cm boyunda bitkiler goriilmektedir (Resimler, Nas
tarafindan hediye edilmistir).



Prunus microcarpa’nin kiigiik ta¢ olusturma (bodur olmasi) 6zelligi nedeniyle Prunus cinsine
ait kiraz, erik, kayisi, seftali ve badem tiirleri i¢in bodurlastirict bir ana¢ olma potansiyeline
sahip olabilecegi bildirilmistir (Nas ve Bolek., 2012). Ciinkii Prunus microcapa’nin bazi

genotipleri ad1 gegen tiirlerle 1yi as1 uyusmasi gostermektedir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Prunus microcarpa tizerine asili kiraz (A), erik (B), badem (C), kayis1 (D) ve seftali

(E) agaglari.



Bu ¢alismada MaxMa 14, GiselA 5, SL-64, Pixy ve Garnem gibi giiniimiizde 6nem
kazanmig sert ¢ekirdekli meyve anaglart ile iilkemiz orijinli ve halen iizerinde ¢alisilmakta
olan, sert g¢ekirdekli meyve tiirleri i¢in ana¢ olma bakimindan tmitvar bulunan Prunus
microcarpa’nin ii¢ genotipinin (G1, G2 ve G3) hem in vitro hem ex vitro (sera) sartlarda

tuzluluk stresine kars1 gostermis olduklar1 dayaniklilik/tolerans arastirilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Akga ve ark. (2012) tuz stresinin {i¢ ceviz ¢esidinde (Bilecik, Kamanl, Kaman 5) bitki
gelisimi, klorofil miktari, Prolin igerigi, besin birikimi ve K/Na orani iizerine etkisini
arastirmiglardir. Bir yasindaki fidanlar farkli konsantrasyonlarda tuzlu su (EC 1,5, 3, 5 dS/m)
ile sulanmistir. Calisma sonucunda tuz uygulanmus bitkilerde Na*, CI', Prolin, K/Na ve Ca/Na
oranlar artis gostermistir. Ancak bitki gelisimi ve klorofil a ve b miktarlar1 tuz stresi ile
birlikte azalma gostermistir. Bitkilerdeki Prolin, klorofil a ve b miktarlar1 ve Na igerikleri tuz
konsantrasyonuna bagli olarak onemli derecede farklilik géstermistir. Ancak yapraklardaki
doku su igerigi bakimindan onemli bir fark goriilmemistir. Tuz stresi altinda taze siirgiin
agirligi, toplam kuru madde miktart ve kdk uzunlugu bakimindan gesitler arasinda onemli
farkliliklar olmasina ragmen klorofil a, klorofil b, toplam klorofil miktari, Prolin igerigi ve
yaprak dokularindaki gergek su igerigi (RWC) bakimindan farklilik 6nemli bulunmamustir.

Tuz stresi altinda gesitlerin Prolin igerigi istatistiksel olarak farkli bulunmamustir.

Azevedo Neto ve ark. (2006) tuza tolerant (BR5033) ve tuza hassas (BR5011) iki
musir ¢esidinde tuz stresi altinda yaprak ve koklerde antioksidatif enzim aktiviteleri ve lipid
peroksidasyonunda meydana gelen degismeleri incelemislerdir. Bitkiler 25 giin boyunca 0
mM (kontrol) ve 100 mM NaCl iceren ortamda yetistirilmis ve belli zaman araliklarinda
yaprak ve kok oOrnekleri alinarak antioksidatif enzim aktiviteleri ve MDA miktari
incelenmistir. Tuz stresi ile birlikte her iki ¢esitte yaprak dokularinda SOD, APOX, GPX ve
GR enzim aktivitelerinde kontrol gurubuna gore artis meydana gelmis, tuza tolerant ¢esitte
CAT aktivitesinde 6nemli bir degisiklik gézlenmemis ancak tuza hassas ¢esitte CAT enzimi
aktivitesinde diisiis gozlenmistir. Cesitlerin bitki koklerine bakildiginda tuza tolerant ¢esitte
kontrol gurubuyla karsilagtirildiginda SOD ve CAT enzim aktivitesi miktarinda azalma,
APOX, GPX ve GR aktivitesinde ise degisiklik gozlenmemistir. Tuza hassas genotipte
(BR5011) ise biitiin enzim aktivitelerinde azalma meydana gelmistir. MDA miktarlari

incelendiginde sadece tuza hassas ¢esidin yapraklarinda MDA azalma gdstermistir.

Bahmani ve ark. (2012) in vitro kosullarda farkli tuz konsantrasyonlarmin (0, 20, 40,
80, 100, 120 mM) MM 106 elma anaci {izerine etkisini arastirmislardir. MM 106 elma
anacinin tuz stresinden Onemli derecede etkilendigi kaydedilmistir. Kontrol gurubuyla
karsilagtirildiginda 40, 80, 100 ve 120 mM NaCl konsantrasyonunda siirgiin uzunlugu, siirgiin

sayisi, taze agirlik, kok sayis1 ve kok uzunlugunda 6nemli azalmalarin oldugu bildirilmistir.
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Ancak 20 mM NaCl konsantrasyonunda siirgiin uzunlugu, taze agirlik ve kok uzunlugu

kontrol gurubuna gore daha ytiksek olmustur

Bolat ve ark. (2006) Marianna GF 8-1 (Prunus cerasifera x munsoniana), Myrobolan
B (P. cerasifera) ve Pixy (P. wnsititia) erik anaglarin tuz (kalsiyum siilfat) stresine olan
etkisini incelemek amaciyla bitkileri besin elementleri igeren kum ortaminda (saksilarda)
yetistirmislerdir. Kum igeren saksilara besin soliisyonu (kontrol) ,40 mM NaCl, Tuz+Cal (40
mM NaCl +2.5 mM Kalsiyum) ve Tuz+Ca2 (40 mM NaCl + 5 mM Kalsiyum) uygulanmustir.
Kuru madde miktari, klorofil igerigi ve elektrik iletkenligi Olgiilerek anaclarin tuza karsi
toleranslar1 karsilagtirilmistir. Analizler sonucunda Pixy anacinin diger iki anaca gore daha

toleransli oldugu bildirilmistir.

Chatzissavvidis ve ark. (2008) in vitro kosullarda MS besi ortaminda farkli
konsantrasyonlarda (0, 30, 60 mM) NaCl ve CaCl, uygulamasinin CAP-6P (Prunus
cerasusL.) visne anacinda enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidantlar, siirgiin gelisimi ve
besin birikimi iizerine olan etkisini incelemislerdir. NaCl uygulamasi yapilan bitkilerde Na*
ve CI" miktarnda artis gozlenmistir. CaCl, uygulanmus bitkilerde Na* ve CI” miktar1 artmis
fakat K" miktarinda azalma olmustur. Yapraklardaki Peroksidaz ve anyonik izoformlari 30 ve
60 mM CaCl; ile 60 mM NaCl ortaminda artis gostermistir. Yapraklarda yapilan analizlerde
Katalaz aktivitesinde Peroksidazin aksine tuz stresi ile birlikte azalma olmustur. Tuz
uygulamasi yapilan siirgiinlerin gévde kisminda Peroksidaz aktivitesi tuz stresi ile birlikte
azalmistir. Yaprak ve govdede yapilan incelemelerde enzimatik olmayan (Ferric reducing

antioxidant power) antioksidant miktarinda artis gézlenmistir.

Chaabouni ve ark. (2010) farkli tuz konsantarsyonlarinin Antep fistig1 (Pistacia vera.
L.) ve Antep fistigina anag¢ olarak kullanilan Atlantik sakizi (Pistacia atlantica) iizerindeki
etkisine bakmislardir. DKW besi ortaminda tohumdan c¢imlendirdikleri mikrosiirgiinlere
diistik konsantrasyonlarda (0-80 mM) 45 giin, yiliksek konsantrasyonlarda (Antep fistig1 i¢in O,
131 ve 158.5 mM; Atlantik sakizi i¢in 0, 131 ve 240 mM) 25 giin NaCl uygulamislardir.
Uygulama sonunda bitki gelisimi, hayatta kalan bitki sayisi, bitkilerin mineral igerigi, hayatta
kalan bitkilerde Prolin ve ¢6ziinebilir protein miktarindaki degismeler incelenmistir. Her iki
cesittede diisiik konsantrasyonlardaki tuz uygulamalarinda her hangi bir bitki kaybi
goriilmemis iken 158.5 mM NaCl’ya maruz birakilan P. vera da bitki 6limi %26, P.

atlantica’'da 240mM NaCl ortaminda bitki 6liimii %23 olmustur. Tuz etkisi bakimindan 60 ve
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80mM konsantrasyonlar P.vera da siirgiin uzamasinda ve yaprak sayisinda ciddi diisiislere
sebep olmustur. Her iki ¢esitte de 40 ve 80 mM’lik tuz uygulamalari, olusan kok sayisinda
azalmalara sebep olmustur. Tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte 25 ve 45 giiniin
sonunda kontrole gore bitki taze agirhigr diisiik olmustur. Bitki organlarina sodyum ve klorun
alimi P.atlantica‘da P. vera’ ya oranla daha smirli olmustur. Tuz konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte her iki tiirde K* alimi azalmustir. Ca* /Na* orami P.atlantica’da 60 mM
NaCl ve P.era da 80 mM NaCl uygulamasiyla azalis gostermistir. Her iki tiirdede

tuzkonsantrasyonunun artmastyla Prolin miktarinda artis gézlenmistir.

Dasgan ve ark. (2002) domates bitkisinde tuza toleransin belirlenmesine yonelik bir
caligmada, 55 farkli domates genotipini 200 mM NaCl igeren su kiltiirii ortaminda
yetistirmislerdir. Hasat edilen bitkiler gorsel zararlanmalarina gore yapilan 1-5 skalasina tabi
tutulmus, yesil aksamda Na birikimi, K/Na ve Ca/Na oranlari ile yesil aksam-kok kuru
agirliklart incelenmistir. Genotiplerin, Na birikimi bakimindan farkliliklar ortaya koydugu ve
Na konsantrasyonu, K/Na ve Ca/Na ile skala arasinda 6nemli bir iligski oldugu bulunmustur.
Genotiplerin diisiik Na birikimi karsisinda daha az zararlanma gostererek daha diisiik skala
degeri aldiklarini, buna karsilik Na birikiminin artmasina bagli olarak zararlanma oraninin da
arttig1 ve genotiplerin daha yiiksek skala degerleri aldiklar belirtilmistir. Calismada K/Na ve
Ca /Na oraninin yiiksek oldugu genotiplerin daha diisiik skala degerlerine sahip oldugu ve bu
genotiplerde ortaya ¢ikan zararlanmanin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar, Na
birikimi ile gorsel zararlanma arasinda iliski oldugunu, tuzluluk sonucu bitki yesil aksaminda
ortaya ¢ikan zararlanmaya gore olusturulan skalanin kullanilabilir parametre oldugunu

bildirmislerdir.

Dejampour ve ark. (2012) tuz stresinde 4 Prunus hibrit anacinin (HS314, HS312,
HS302 ve GF677) tuz stresine verdikleri tepkiyi karsilastirmak i¢in yaptiklari bir ¢alismada
1.5, 3, 6 ve 9 ds/m lik tuz soliisyonu kullanmislardir. Biitiin anaglara 6 ve 9 ds/m lik tuz
konsantrasyonlari zarar vermis, 1.5 ve 3 ds/m lik tuz konsantrasyonlari fazla etkili olmamustir.
Tuz stresinin biitiin konsantrasyonlar1 bakimmdan HS302 anacinda en yiiksek Prolin miktar1 9
indexi en fazla HS302 ve HS314 genotiplerinde azalmistir. Tuz stresi ile birlikte
yapraklardaki K* Mgz+, Ca2+, Na®, CI" miktarlari genotipler arasinda farklilik gdstermistir.
HS312 ve HS302 genotiplerinin yapraklarinda en az miktarda Na* ve Cl™ gozlenirken, GF677
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ve HS314 genotipinde en yiiksek Na* ve CI miktar1 kaydedilmistir. HS314 osmotik strese

dayanikli ve tuzlu sartlarda bitki gelisimini koruyabilecek en iyi genotip olarak se¢ilmistir.

Demiral (2005), tuz stresinin iki zeytin g¢esidinde olusturacagi tepkiyi incelemek
amaciyla Leccino ve Barnea gesitlerini 3 farkli konsantrasyonlardaki (2560, 5120, 7680 mgL"
) tuz soliisyonu ile sulamistir. Calisma sonucunda bitki rneklerinde toplam kuru madde
miktar1, siirgiin uzunlugu ve Na’, CI, K, Ca*? ve Mg+2 miktarlar1 incelenmistir. NaCl
uygulamasi bitki gelisimini etkilemistir. Ancak Leccino ¢esidinde tuzlulugun bitki gelisimi
iizerine etkisi istatistiki olarak énemli bulunmamistir. Tuzluluk bitki dokularindaki K, Ca*

ve Mg*? miktarlarini azaltmustir. Bitki dokularinm Na*/ K* oran1 tuzluluk ile artig gdstermistir

Demiral ve Tiirkan (2005) Pokkali ve IR28 pring cesitlerinin kdklerinin tuza olan
toleranslarin1 belirlemek amactyla yaptiklari bir calismada bitkileri bir hafta siireyle 0, 60 ve
120 mM NaCl konsantrasyonuna tabi tutmuslardir. Uygulama sonucunda reaktif oksijen
tiirlerinin hiicresel toksisiteye neden oldugu ve bu toksisiteye karsi antioksidatif savunma
sistemleri arasinda farklilik oldugunu bildirmislerdir. Her iki piring ¢esidinin koklerinde tuz
stresinin artisiyla birlikte Glutatyon Rediiktaz (GR) miktarinda azalma, Pokkali piring
¢esidinde hem Askorbat Peroksidaz (APOX) hemde Katalaz (CAT) miktarinda artis olmasina
karsin IR-28 piring ¢esidinde bir degisiklik gozlenmemistir. Pokkali piring cesidinde tuz
stresinin artistyla birlikte Peroksidaz (POX) aktivitesinde azalma buna karsin IR-28 piring
cesidinde artis olmustur. Tuz stresi altinda Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzim aktivitesi
bakimindan her iki piring ¢esidinde 6nemli bir degisme gbzlenmemistir. Tuz stresi altinda IR-
28 ¢esidinde MDA miktar1 artmis, Pokkali ¢esidinde ise 6nemli bir artis olmamustir. Prolin
miktar1 IR-28 ¢esidinde Pokkali ¢esidine oranla daha yiiksek olmustur. Her iki ¢esitte de tuz

stresi ile birlikte kok taze ve kuru agirhiginda azalma goriilmiistiir.

Eraslan ve ark. (2009) Tiirkiye’ de yaygin yetistirilen 3 kiraz anacinin; Colt (Prunus
avium x Prunus pseudocerasus), GiselA 5 (Prunus cerasus x Prunus canescens) ve MaxMa
(Prunus mahaleb x Prunus avium), tuz ve Bor stresi altindaki durumunu in vitro kosullarda
arastirmiglardir. Tuz denemesinde MS ortamina 0, 25 ve 50 mM NaCl ve Bor denemesinde 0,
1.5 ve 3 mM B (H3BOj olarak) ilave edilmistir. Deneme sonunda tuz stresi ve B toksisitesi
anaclarin siirgiin gelisimini ve toplam klorofil icerigini kontrole goére azaltirken lipid
peroksidasyonu, membran gecirgenligi, toplam antioksidan aktivitesi ve Prolin igerigini
artirmistir. Anaglarin stres kosullarinda POX enzim aktivitesi artmig. MaxMa anacinin POX

aktivitesi diger anaglarinkine gore daha diisiik olmustur. Katalaz aktivitesi bakimindan anaglar
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arasinda onemli bir farklilik bulunmamustir. NaCl stresi ve B toksisitesine MaxMa anacinin
hassas oldugu, Colt anacinin orta derecede hassas ve GiselA 5 anacinin dayanikli oldugu
belirlenmistir. NaCl ve B uygulamalarina bagli olarak anaglarin besin maddesi (P, K, Ca, Mg,

Na, Fe, Zn, Mn, Cu) iceriklerinde 6nemli farkliliklar gozlenmistir.

Ertiirk ve ark. (2007) GiselA 5 kiraz anacina tuz stresinin etkisini incelemek amaciyla
MS besi ortaminda 0, 50, 100 ve 150 mM konsantrasyonlarinda NaCl uygulamislardir.
Uygulama sonucunda siirgiin gelisimi ve siirgiinlerdeki klorofil miktarinda azalma olmasina
karsin bitki su iceriginde Onemli bir degisme gozlenmemistir. Siiperoksit Dismutaz(SOD),
Askorbat Peroksidaz (APOX), Peroksidaz (POX), Katalaz (CAT) ve Glutatyon Rediiktaz
(GR) gibi bitki biinyesi tarafindan iiretilen antioxidantlarin miktarinda ise artis gézlenmistir.
Bitki besin elementlerinden Cl miktarinda bir degisme gozlenmez iken Na miktarinda artis, K,

Ca, Mg miktarlarinda ise azalma gézlenmistir.

Ghaleb ve ark. (2010) In vitro kosullarda iki turung anacinin [mayhos portakal( Citrus
aurantium L.) ve Volkamer limon (Citrus volkameriana Ten. & Pasq)] tuz stresine verdikleri
tepkileri incelemistir. Bitkiler bes farkli konsantrasyonda NaCl ve CaCl, besin ortami
tizerinde kiltire alinmistir. Deneme sonucunda ortam igerisinde NaCl miktarinin artis1 bitki
dokularinda Na ve CI miktarin1 arttirirken Ca miktarim1 azaltmistir. Ortamdaki CaCl,
miktarindaki artis bitki dokularinda Ca miktarmi arttirmis, Na ve P miktarin1 azaltmistir. Iki
aym sonunda ortam icerisinde NaCl, CaCl, ve kombinasyonlarinin artisiyla birlikte bitki
gelisiminde (yaprak sayisi, siirgiin uzunlugu, taze agirlik ve bitki kuru agirligi) gerileme, bitki

yapraklarinin zararlanmasinda artis belirlenmistir.

Karakus (2009) tarafindan Van Gogh patates c¢esidi ile saksilarda farkli tuz
konsantrasyonlariyla (0, 25, 50 100 mM) yapilan deneme sonuglarina gore; artan tuz
konsantrasyonu bitki boyu, yaprak sayisi, yaprak alani, sap ¢api, bitki bagina yumru verimi,
saksidaki yumru sayisi, toplam kuru madde orani, klorofil icerigi ile yapraktaki iyon (K, Mg,
Ca) igerigini azaltmakta buna karsin hiicre membran gecirgenligi, Prolin miktari,

malondialdehid (MDA) miktar1 ve yapraktaki sodyum konsantrasyonunu arttirmaktadir.

Kare ve ark. (2005) iki badem anacinda [Prunus dulcis (Prunus amygdalus commans
persicoides) ve Prunus persica (A. persica)] 5, 10 ve 20 giinliik tuz uygulamalarinin sonunda
anaglardaki Prolin ve ¢oziinebilir protein miktarimni incelemislerdir. Tuz uygulamasindan 5 ve

10 giin sonra ¢oziinebilir protein miktarinin artig1 ancak 20 giinliik tuz uygulamasindan sonra
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Prolin miktarinin distiigiinii ve bitki Olimlerinin gézlendigini bildirmislerdir. Prunus
amygdalus commans persicoides’in yapraklarinda ¢6ziinebilir protein miktar1 tuz stresinin
artmasiyla birlikte 5 ve 10 giinliik uygulamanin sonunda azalma ve en fazla azalmanin 300
mMol/litre tuz uygulamsinda 20 giiniin sonunda gézlendigi belirtilmstir. Prunus amygdalus
commans persicoides’ de 5, 10 ve 20 giiniik tuz uygulamalar1 sonucunda tuz stresi ile Prolin
miktarinda azalma gézlenmistir. Prunus persica anacinda tuz stresi ile birlikte ¢oziinebilir
protein miktar1 6nce artig géstermis daha sonra azalmistir. Prolin miktar1 tuz stresi ile birlikte
artis gostermis ve Prunus amygdalus commans persicoides ile karsilastirildiginda Prolin

miktarinin daha fazla oldugu bildirilmistir.

Koskeroglu (2006) misir (Zea mays L.) bitkisinde diisiik (5ds/m NaCl) ve yiiksek
(10ds/m NaCl) tuz konsantrasyonu igeren ortamlarda bitkilere 1MPa basing olusturacak
sekilde PEG 6000 uygulayarak su stresi olusturmaya ¢aligmistir. Arastirma sonuglarina gore;
artan tuzluluk ve su stresi ile birlikte yapraklarda membran gegirgenligi artmis, klorofil
miktar1 azalmis, antioksidatif enzim aktivitelerinde ise 6zellikle tuzlulukla beraber belirgin bir
artis gozlenmistir. Yaprak ve koklerin makro element igerigi azalma gostermistir. Stres
kosullarinin artmasiyla birlikte bitki boyu, gévde capi, gévde ve kok yas ve kuru agirlig

azalmastir.

Liu ve ark. (2008) farkli konsantrasyonlarda (100 mM ve 200 mM) NaCl igeren MS
ortam1 tlizerinde iki elma [Malus sylvestris (L.) Mill. var. domestica (Borkh.) Mansf.]
cesidinin siirglin uglarini 10 giin siireyle kiiltiire almis ve elmada poliamin biyosentezi ve gen
ekspresyonunu arastirmiglardir. Arastirma sonucunda tuz stresinin siirglin yas agirhigi ve
slirglin boyunu ciddi sekilde azalttigi, Na igerigini artirdigi, 6zellikle 100 mM NaCl
uygulamasinin siirglin K icerigini beklenmedik sekilde artirdigi, ayrica tuz stresinin poliamin
sentezlerini iceren bazi genlerin mRNA seviyelerinde ve serbest poliamin igeriklerinde dikkat

cekici bir degisime sebep oldugu belirtilmistir.

Massai ve ark. (1998) seftali yetistiriciliginde sik kullanilan dort farkli seftali anacinin
(MrS 2/5, GF 655/2, GF 677 ve seftali ¢ogiirii) tuza toleransini incelemislerdir. Bitkiler 14
giin boyunca 80 ve 120 mM NaCl igeren su ile sulanmiglardir. Deneme sonunda bitkilerin
yaprak su potansiyeli, gaz degisimi, CI, Na', K’ ve ¢oziinebilir kabonhidrat miktarlari
Ol¢lilmiigtlir. Biitiin anaglarda tuz stresi yaprak su potansiyelinde diisiislere neden olmustur.
GF 677 ve seftali ¢ogiiriinde tuz stresi ile birlikte 6nemli derecede azalan CO; asimilasyonu
MrS 2/5 ve GF 655/2 anacinda ¢ok az miktarda azalmistir. Yapraklardaki Na* birikimi120
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mM NaCl uygulamasinda GF 677 ve GF 655/2 anaglarinda MrS 2/5 ve GF 655/2
anacglarindan daha az olmustur. Her dort anagta da CI' miktarindaki artig bir birine yakin
olmustur. Yapraklardaki sorbitol miktar: ve sorbitol/sukroz miktar1 MrS2/5 anacinda tuz stresi

ile birlikte artis géstermis, GF 677 ve seftali ¢ogiiriinde bir degisiklik olmamustir.

Ranjbar ve ark. (2001) NaCl ve CaCl, iin iki Antep fistig1 anacimin (Pistacia khinjuk,
P. mutica) ekofiziksel karakteristikleri iizerine etkisine bakmuslardir. Calisma kapsaminda
anaglar ti¢ farkli konsantrasyonda (6, 12, 19 dS/m NaCl) tuz ilave edilmis soliisyon ile
sulanmistir. Tuz stresi sonucunda kontrol gurubu ile karsilastirildiginda anaglarda yaprak su
potansiyeli, yaprak osmotik potansiyeli, net fotosentez orani, transpirasyon orani ve klorofil
iceriginde azalmalar olmustur. Tuz stresi sonucunda kontrol gurubuyla karsilastirildiginda P.
mutica da biitiin parametrelerdeki degisim P. khinjuk’ tan daha az olmustur ve P. mutica nin

tuzlu ortamlarda P. khinjuk tan daha toleransli oldugu bildirilmistir.

Sorkheh ve ark. (2011) tuz stresi ile birlikte sekiz badem anacinin (Prunus communis,
Prunus eleagnifolia, Prunus orientalis, Prunus lycioides, Prunus reuteri, Prunus arabica,
Prunus glauca, Prunus scopariaere) yapraklarindaki antioksidatif enzimler ve cesitli
metabolitlerdeki degisimi incelemislerdir. Biitiin tirler 0, 40, 80 ve 120 mM NaCl
uygulamasina maruz birakilmislardir. Tuz stresi sonucunda bitkilerin yapraklarinda a, y-
tokoferol, toplam ¢6ziinebilir protein miktar1, MDA, toplam fenolik, H,O,, SOD, POX ve
CAT miktarlarina bakilmistir. Tuz stresi ile biitiin anaglarda SOD, POX enzim miktari,
toplam fenolik miktar1 ve a, y- tokoferol miktarlarinda artis gozlenmistir. CAT, MDA ve
¢oziinebilir protein miktarinda azalma gézlenmistir. Calisma sonunda Prunus reuteri ve P.
glauca tiirlerinin tuza dayanikli, P. lycioides ve P. scoparia tuza daha az dayanikli ve P.
communis, P. eleagnifolia, P. arabica ve P. orientalis tiirlerinin ise tuza daha hassas oldugu

bildirilmistir.

Sotiropoulos ve ark. (2006a) farkli konsantrasyonlardaki (0, 5, 10, 15, 20, 40, 80 mM)
KCI uygulamasinin Prunus anaglarindan GF677 (Prunus persica x Prunus amygdalus) ve
Nemared (Prunus persica) iizerindeki etkisini in vitro kosullarda incelemistir. Her iki anagta
40mM’a kadar KCI uygulamasinin siirgiin sayisini 6nemli derecede etkilemedigi, 80 mM KCI
uygulamasinin ise her iki anacin gelisimini azalttig1 belirtilmistir. Nemared anacinda Na, Fe,

Mn ve Zn igerigi GF-677 ye oranla yiiksek olmustur.
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Sotiropoulos ve ark. (2006b) in vitroda bor ve tuz stresinin OHF-333 armut anaci
iizerindeki etkisine bakmak amaciyla MS ortamina 0.1 ve 2 mM Bor ile birlikte 0,10, 20, 40
ve 80 mM NaCl uygulamislardir. En uzun siirgiinler 0.1 mM B + 80 mM NaCl iceren MS
besi ortaminda elde edilmis, yiiksek siirgiin sayis1 ise 0.1 mM B+ 0-20 mM NaCl i¢eren ortam
tizerinde elde edilmistir. Her iki bor konsantrasyonunda OmM NaCl konsantrasyonuyla
kiyaslandiginda bitki yas agirligini en fazla 20 ve 40 mM NaCl’ nin arttirdigr belirtilmistir.
Bor ve tuz stresinin bitkilerin P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn ve Zn igeriklerini etkiledikleri

belirtilmistir.

Sotiropoulos (2007) NaCl ve CaCl, uygulamasinin in vitro kosullarda M-4 elma
anacinin siirgiin gelisimi, klorofil igerigi, mineral madde, Prolin ve seker igerigi lizerine
etkisine bakmistir. NaCl’nin ti¢ farkli konsantrasyonu (35, 100 ve 200mM) ile CaCl,’ iin iKi
farkli (5, 10 mM) konsantrasyonunun kombinasyonu kullanilmistir.10 mM CaCl, ve 35mM
NaCl igeren ortamdaki siirgiin sayisi ve siirgiin taze agirligt 5 mM lik ortamla kiyaslandiginda
daha yiiksek bulunmus. Yiiz (100) ve 200 mM Iik NaCl ortaminda siirgiin sayisi, siirgiin
uzunlugu ve siirgiin taze agirliginda diisiis olmustur. Ortamdaki NaCl ve CaCl, miktarinin
artmasiyla birlikte kontrole gore bitkinin N, Na, CI, Prolin ve ¢6ziinebilir seker miktarinda

artis olmasina karsin K, B, Mg, Zn ve klorofil iceriginde azalma gozlenmistir.

Soylemezoglu ve ark. (2009) sera kosullarinda, saksilarda 41B (V. vinifera x V.
berlandieri) ve 1103P (V. berlandieri x V. rupestris) asma anaglarinda yapmis olduklar1 20
mM NaCl + 20 mM Na,SO, uygulamalari sonucunda; B, Na, Prolin, MDA ve H;0;
miktarlar1 1103P asma anacinda daha yiliksek deger gosterirken, CAT diizeyi ise 41 B
anacinda yiiksek deger gostermistir. SOD ve APOX miktarlar ise iki ¢esit arasinda benzer

sonuglar vermistir.

Troncoso ve ark. (1999) 11 asma anacinin in vitro kosullarda degisik tuz (NaCl)
konsantrasyonlarinda (0, 50, 85, 120, 155 mM) tepkilerini arastirmiglardir. Denemede
kullanilan anaglar tuza hassas 5 anag¢ (41 B, R.Lot, 110 R, 140 R ve 161-49), orta diizeyde
dayanikli 2 anag (13.5 ve Ramsey) ve dayanikli 4 ana¢ (196-17, CH-1, CH-2 ve Superior) 3
farkli guruba ayrilmistir. Artan tuz konsantrasyonu ile birlikte biitiin anaglarin kok ve
yapraklarinda su seviyesinde azalmalar kaydedilmis, ancak su seviyelerindeki bu azalma
dayanikli ¢esitlerde daha az olmustur. Artan tuz konsantrasyonu bitkilerin K igerigini 6nemli

oranda azaltirken P ve Ca igeriginde kismi azalmalara neden olmustur. Tuz uygulanan ve
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uygulanmayan kosullarda hassas bitkilerin K ve P igeriklerinin dayanikli olanlarinkinden daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Sodyum ve Cl igerigi dayanikli bitkilerde daha yiiksek diizeyde
belirlenmistir. Anaglarin tuza toleranslari onlarin daha yiiksek miktarda tuz absorbe etme
kapasiteleri, dokularinda K konsantrasyonunu ve su igerigini artirma yetenekleri ile

iliskilendirilmistir.

Yasar ve ark. (2008) tuz stresinin karpuz (Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf.)
yapraklarindaki antioksidatif enzim aktiviteleri, Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),
Askorbat Peroksidaz (APOX) ve Glutatyon Rediiktaz (GR) tizerine etkisine baktiklar1 bir
calismada tuza duyarli Golden Crown F1, Crimson Sweet ile tuza tolerant Diyarbakir ve
Midyat yerel genotipini kullanmislar. Iklim odasinda 10 giinliik siireyle tuz uygulanan
Fidelerde tuza tolerant genotiplerin SOD, CAT, APOX ve GR enzim aktivitelerinin duyarli
olanlara gore ¢ok yiiksek oldugu saptanmistir. Midyat yerel genotipi SOD, CAT ve GR enzim
aktiviteleri; Diyarbakir genotipi ise APOX enzim aktivitesi bakimindan digerlerine gore daha
iistiin bulunmustur. Elde edilen bulgulara gore antioksidan enzim aktivitelerinin tuza tolerans
tizerinde etkili oldugu; tuzlu kosullarda kiiltiire alinan karpuz genotiplerinin antioksidatif

enzim sistemlerini duyarl gesitlere gore ¢ok daha aktif kullandiklar1 belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Prunus microcarpa ve bazi sert c¢ekirdekli meyve anaglarinin tuzluluga tolerans
yoniinden karsilastirilmasi adli ¢alismada giliniimiizde sert ¢ekirdekli meyveler i¢in yaygin
olarak kullanilan MaxMa 14, GiselA 5, Pixy, SL-64, Garnem ve anaclik potansiyelleri
bakimindan {imitvar bulunan ve Giineydogu Anadulu’dan secilmis olan Prunus
microcarpa’min ¢ genotipi [Genotipl (G1), Genotipi 2 (G2), Genotip3 (G3) calisma

materyali olarak kullanilmustir.
3.2. Metot

Arastirma doku kiiltiiriinde ¢ogaltilmis klon bitkiler tizerinde yiritilmistiir.
Calismada kullanilan klon anaglarin damizlik bitkileri serada saksilarda biiyiitiilmiistiir (Sekil
3.1). Saksilarda biiyiitilen bitkiler in vitro c¢alismalar icin eksplant kaynagi olarak

kullanilmistir.

Sekil 3. 1. In vitro ¢alismalar i¢in eksplant kaynagi olarak kullanilan damizlik bitkiler.

Damizlik bitkilerden alinan ¢elikler 31.01.2012 tarihinde yiizeysel sterilizasyon
amaciyla litreye 10 damla Tween—20 ilave edilerek hazirlanan %20’lik ticari ¢gamasir suyunda

(%S5 aktif klorin) 10 dakika bekletildikten sonra akan ¢esme suyu altinda durulanmistir.
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Yiizeysel sterilizasyon ve durulama islemlerinden sonra geliklerin alt ve iist kisimlar1 0,5 — 1,0
cm kadar kesilmis ve daha sonra tomurcuk dormansisini kirmak amaciyla geliklerin dip

kisimlar1 cam kavanozlardaki siirdiirme soliisyonuna konulmustur (Sekil 3.2).

Siirdiirme soliisyonu (200 mL) i¢eren her kavanoza 25 — 35 cm uzunlukta 4-5 gelik
konulmugtur. Celiklerin siirdiiriilmesinde kullanilan siirdiirme soliisyonu litreye 200 mg 8-
Hydroxyquinoline siilfat, 20 g sukroz ve 10 mg Giberallik asit (GA3) i¢ermektedir. Bu
siirdiirme sollisyonunun kullanilmasiyla normal vejetasyon mevsiminin disinda aktif biiyiiyen,
taze siirgiinler olugsmakta ve bdylece morfogenik potansiyeli daha yiiksek eksplantler elde
edilebilmektedir (Nas ve ark., 2012).

Siirdiirme soliisyonuna konulan celikler laboratuarda stirmeye birakilmistir. Stirdiirme
sollisyonu ii¢ giinde bir yenilenmis ve soliisyon yenilenirken ¢eliklerin soliisyona batan alt
kisimlart yikandiktan sonra 0,5 cm kadar kesilip tekrar soliisyona konulmugstur. Soliisyon
yenileme islemi 4 — 5 kez tekrarlanmigtir. U¢ ve yan tomurcuklardan siiren yeni siirgiinler

eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.

Sekil 3.2. Eksplant olarak kullanilan siirgilinler. Celiklerin tepe ve yan tomurcuklarindan siiren

yeni siirgiinler (A) iki haftanin sonunda siirdiirme soliisyonundagcelikler, (B) ¢eliklerden siiren
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stirglinlerin  yapraklarinin  kesilmesi, (C) yapraklar1t kesilmis siirglinler, (D) kiiltiire

aktarilmadan 6nce bogum aralarindan kesilmis yeni siirgiinler.

Siirdiirme sonucunda anaglara ait elde edilen yeni siirgiinlerin yapraklar kesildikten
sonra siirgiinler yiizeysel sterilizasyona (disinfestasyona) tabi tutulmuslardir. Yesil ¢elikler
litreye 10 damla Tween—20 igeren %20’ lik ticari ¢amasir suyu soliisyonu igerisinde ara-sira
karistirilarak 15 dakika bekletildikten sonra ii¢ kez sterilsaf su ile durulanmislardir. Yiizeysel
sterilizasyon isleminden sonra yesil ¢elikler bogum aralarindan kesilmistir. Tek-bogum veya
stirgtin-ucundan olusan eksplantler 25 x 150 mm’lik cam tiipler igerisinde 1.0 mg-L'1
Benzyladenine (BA) + 0.01 mg-L™ Indole-3- butyric acid (IBA) + 30 g-L™* sukroz iceren ve
5.5 g-L'1 agar (Sigma, A-1296) ile jellestirilmis NRM (Nas ve Read, 2004) ortami iizerinde
kiiltiire alinmiglardir. Tiiplere aktarilan eksplantler 23 + 2 °C sicakliga sahip iklim odasinda
16/8 1sik/karanlik fotoperiyot ve soguk floresan lamba (80umolm'28'1) altinda biiyiimeye
birakilmiglardir. Ug hafta sonunda, mikrobiyal bulasmadan ari ve saglikli goriinen eksplantler

alt kiiltiire alinmislardir.

Dordiincii alt kiiltlirin sonunda mikrosiirgtinlerin bir kismi koklendirilip dis ortama
aktarilmistir (Sekil 3.3). Dis ortama aktarilan bitkiler daha sonra tuzluluk (NaCl) stresi
muamelesine tabi tutulmak tizere serada saksilarda biiyiimeye birakilmistir. Mikro siirgiinlerin
diger kismu1 ise in vitro da tuzluluk (NaCl) muamelesine tabi tutulmak tizere alt kiiltiire

alinmislardir.
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Sekil 3. 3. Arastirma materyali olarak kullanilan anaglarin (genotiplerin) in vitro da

koklendirilmis mikrosiirgiinleri.
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3.2.1. Genotiplerin Tuza Toleranslarinin in vitro da Karsilastirilmasi

Dordiincii alt kiiltlirtin sonunda doku kiiltlirii ortaminda dogrudan farkli tuz (NaCl)
konsantrasyonlarina tabi tutulmak amaciyla dort farkli tuz konsantrasyonu (0, 50, 100, 150
mM NaCl) ve 1.0 mg-L™BA + 0.01 mg-L IBA + 30 g-L™ sukroz igeren ve 5.5 g-L™ agar ile
jellestirilmis NRM (Nas ve Read, 2004) ortami iizerinde eksplantler kiiltiire alinmiglardir.
Kiiltiir kabina (Magenta kab1) dort eksplant konulmus ve 23 + 2 °C sicakliga sahip iklim
odasinda 16/8 1sik/karanhik fotoperiyot ve soguk floresan lamba (80 pmolm™s™) altinda
gelismeye birakilmistir. NaCl denemesi iki kez tekrarlanmistir. Deneme tesadiif parselleri
deneme desenine gore kurulmustur. Her muamele igin 4 tekerriir (her biri 4 eksplant iceren

magenta kab1) kullanilmis ve biitiin deneme iki kez tekrar edilmistir.

Dort haftanin sonunda siirgiin sayisi (cogalma) ve siirglin uzunluklar ile canli kalan
eksplant sayisi kaydedilmis ve enzim analizleri i¢in her rnekten 5 gram alimip -80 °C de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3. 4. In vitro da tuz uygulamasina tabi tutulan kiiltiirler.
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3.2.2. Genotiplerin Tuza toleranslarinin Ex vitro da (Saksilarda) Karsilastirilmasi

Mikrogogaltilan bitkiler Nas ve ark. (2010) gore koklendirilip dis ortama aktarilmistir.
Doku kiiltiiriinde g¢ogaltilip dis ortama alistirilan bitkiler iglerinde yalnizca torf bulunan
plastik torbalarda (tiiplerde) alt1 ay boyunca serada biiylimeye birakilmistir. Alt1 ayin sonunda
bitkiler torf ve kum (4/1) ile doldurulan plastik tiiplere (35 x 20 cm) aktarilmistir. Plastik
tiplere aktarildiktan bir hafta sonra bitkilerin {izerinde bir yaprak birakarak tepeleri alt
kisimdan 10 cm kalacak sekilde kesilmistir (Sekil 3.5). Herhangi bir muameleye maruz
birakilmadan plastik tiiplerdeki bitkiler bir ay siiresince diizenli olarak Hougland
soliisyonuyla sulanmigtir. Daha sonra yiiksek tuz konsantrasyonunun bitkilerde meydana
getirecegi soku onlemek i¢in (Wright ve Hughes, 1993) kontrol bitkileri hari¢ bitkiler 6nce
kademeli olarak on giin boyunca iki giinde bir 200 ml 50 mM tuzlu su ile diizenli olarak
sulanmustir. On giiniin sonunda bitkiler iki giinliik aralar ile 0, 50, 100 ve150 mM NaCl igeren
tuzlu su ile sulanmistir. Her genotipten (anagtan) 5’er tekerriir ve her tekerriir de 4 bitki
olacak sekilde her muamele seviyesi i¢in 20 bitki kullanilmistir. Bitkilerin altindan siiziilen
suyla birlikte bir kisim tuzun uzaklasmamasi i¢in Plastik tiiplerin altina plastik tabaklar
yerlestirilmistir. Plastik tabaklara siiziilen su tekrar bitkiye verilmistir. Bir ay siire ile tuz
uygulamasina maruz birakilan bitkilerden (Sekil 3.6) enzim analizleri amaciyla her 6rnekten
en az 5 gr olacak sekilde iist kisimlardan yeni ¢ikmis yaprak ornekleri alinmis ve -80 °C de

derin dondurucuya konmustur.
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Sekil 3. 6. Serada tuz uygulamasina tabi tutulan klon anaglar (Genotipler).
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3.3. Arastirma Kapsaminda Yapilan Ol¢iim ve Analizler

3.3.1. Invitro da biiyiime ve cogalmanin karsilastirilmasi

Tuz stresine maruz birakilan genotiplere ait eksplantlerin dort haftanin sonunda in
vitro da c¢ogalma katsayist ve mikrosiirglinlerin kalitesi (uzunluk, kalinlik, renk, kallus

durumu, nekroz, u¢ kurumasi ve eksplant canliligi) temel olgiitler olarak degerlendirilmistir.

3.3.2. Zarar gormiis dokularin oranin belirlenmesi

Tuz uygulamasinda bitkilerde strese bagli olarak meydana gelen morfolojik
zararlanmalar1 ortaya koymak i¢in Korkmaz (2002) tarafindan belirtilen Cizelge 3.1 deki

derecelendirmeye gore siniflandirma yapilmistir.

Cizelg 3.1 Tuz stresi altinda yaprak dokularinda meydana gelen zararlanma derecesi

Zararlanma Derecesi

(Puan) Zararlanma Derecesinin Tanimi

1 Nekrotik hasar yok

Hafif hasar (yaprak alaninin %5’den daha az bir alan1 nekrotik

2 hasara sahip)

Orta hasar (yaprak alaninin %5 ile 25 arasinda kalan bir alam

3 nekrotik hasara sahip)

Siddetli hasar (yaprak alaninin %50’den daha fazla bir alan1
4 nekrotik hasara sahip fakat bitki canli

Cok siddetli hasar (yaprak alaninin %50°den daha fazlas1 nekrotik

5 hasara sahip veya bitki 6lii)

Her bir gruba sirasiyla 1, 2, 3, 4 ve 5 degerleri verilip zarar gérmiis dokularin orani

rakamsal bir degere doniistiiriilmiistiir.
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3.3.3. Doku elektrik iletkenligi

Stresin yaprak dokusunda ve oOzellikle hiicre zarlarinda meydana getirdigi hasari
belirlemek amaciyla elektriksel iletkenlik olgtimleri yapilmaktadir. Bu amagla, canliligim
stirdiiren bitkiler arasindan tesadiifi olarak secilen 2 bitkiden alinan bir cm ¢apindaki yaprak
diskleri icerisinde 20 ml saf su bulunan cam tiiplere konmus ve calkalayici da 24 saat
calkalanip daha sonra 1slatma suyunun elektriksel iletkenligi Kaya ve ark. (2003)’de belirtilen
metoda gore Ol¢iilerek hiicre zarlarinin zarar gérme orani belirlenmistir (EC1). EC leri dlgiilen
ornekler otoklavda 121 °C’de 20 dakika bekletildikten sonra tekrar 6lgiim yapilmistir (EC2).
Ik &lgiim/son &lgiim arasindaki oran hesaplanarak, (EC1/EC2) x100 goreceli elektriksel
iletkenlik degerleri hesaplanmistir. (EC1/EC2) x100 oraninin fazlaligi hiicrede hasarin fazla,

diistik olmasi ise hasarin az oldugu anlamina gelmektedir.

3.3.4. Doku su igerigi

Tuz uygulamasindan sonra hayatta kalan bitkiler arasinda tesadiifen sec¢ilen 3 bitkiden
bir cm capinda alinan yaprak diskleri hemen tartilip taze agirliklari alinmistir (FW). Daha
sonra diskler igerisinde bir miktar saf su bulunan petri kaplarinin icerisine konularak 5 saat
bekletilmistir. Sonra disklerin iizerindeki fazla su kurutma kagidi yardimiyla silinerek diskler
tekrar tartilmis boylece turgor agirliklari tespit edilmistir (TW). Daha sonra bu diskler
petrilerin icerisine konularak 72 °C’ye ayarlanmis olan etiivde 24 saat bekletilmistir. Daha
sonra tekrar tartim yapilmis ve kuru agirliklart tespit edilmistir (DW). Doku su igerigi Kaya

ve ark. (2003) tarafindan belirtilen asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

RWC = [ (FW - DW) / (FW — TW)] x 100
RWC: Doku su igerigi
FW : Taze yaprak agirhig
DW : Kuru yaprak agirlig
TW : Turgorlu yaprak agirlig
3.3.5. Klorofil miktar:

Hayatta kalan bitkiler arasinda tesadiifen secilen bitkilerden alinan 0.5 gr yaprak
ornegi 5 ml %80 aseton ¢ozeltisi ile bir havan igerisinde homojenize edildikten sonra klorofil
a ve klorofil b pigmentlerinin konsantrasyonlari, homojenize edilen ekstrat soliisyonu

Whatman no:2 filtre kagidi ile filtre edildikten sonra ekstrakt soliisyonunun absorbanslarinin
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spektrofotometrede 645 nm ve 663 nm’de okunmasindan sonra Giines ve ark. (2007)
tarafindan belirtilen asagidaki formiile gore hesaplama yapilmis olup koér numune olarak

aseton kullanilmistir.

Klorofil a (mg/g) = 11.75 x A663 — 2.35 x A645

Klorofil b (mg/g) = 18.61 x A645 — 3.96 x A663
3.3.6. Prolin miktari

Bates ve ark. (1973) tarafindan verilen metoda gore Prolin tayini igin hayatta kalan
bitkiler arasindan tesadiifen segilen bitkilerden 0.25 gr yaprak 6rnegi alinip porselen havan
icerisinde 5 ml %3’lik (w/v) 5-siilfosalisilik asit ile ekstrat edilmistir. Ekstraktlar Whatman
No:2 filtre kagidiyla filtre edilmistir. Filtre edilmis ekstrakttan 1 ml alinmis ve 1 ml asit
ninhidrin + 1 ml glacial asetik asit ile test tiipii i¢erisinde karistirilmigtir. Test tiipleri 100
°C’deki su banyosunda 1 saat bekletildikten sonra 1 dakika boyunca buz igerisinde
sogutulmustur. Oda sicakligina geldikten sonra karigimin iizerine 4 ml toluene eklenerek 30
saniye boyunca vortexde calkalandiktan sonra Karisimdan alinan 6rnegin absorbansi daha
sonra spektrofotometrede 520 nm’de okunmustur. Kor numune olarak toluen kullanilmustir.
Degisik yogunlukta Prolin iceren ¢oOzeltilerin yardimiyla standart egri olusturulmus ve

orneklerin Prolin icerikleri hesaplanmustir (Sekil 3.7.).

2,00
1,80

y =0,0332x +0,0967
2 _
R? =0,9887 __

1,60

1,40 / /
1,20

1,00 /

WL)

N
§ 0,80 P
2 0,60 /
é 0,40 e
< 0.20 —
’ 7
0,00
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (uM)

Sekil 3. 7. Prolin miktarina bagli olarak degisen absorbans degerleri standart egrisi
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3.3.7. Lipid peroksidasyonu [malondialdehid (MDA)]miktar:

Tuzluluk uygulamasinin sonunda yapraklarda meydana gelen Lipid Peroksidasyonun
derecesinin belirlenmesi i¢in Lipid Peroksidasyonunun son iiriinii olan Malondialdehit (MDA)
Olglilmistiir. Toz halindeki 0.5 gr yaprak 6rnegi alinmis, tizerine 6 ml %10’luk trikloroasetik
asit (TCA\) ilave edilerek homojenize edilmistir. Bu karisim 10.000 devir/dakika ile 15 dakika
stire ile santrifiij edildikten sonra homojenatin iist kismindan 2 ml siipernatant alinarak, iginde
%20 TCA bulunan 9%0.6’lik tiobarbiitrik asit (TBA)’den 2 ml ilave edilmistir. Daha sonra
karisim 100 °C’de 20 dakika kaynatildiktan sonra buz banyosuna konarak oda sicakligina
gelmesi saglanmistir.  Sonrasinda spektrofotometrede 450, 532 ve 600 nm’de absorbans
okumalart yapilmis ve MDA igerigi Zhang ve ark (2005)’de belirtilen formiile gore

hesaplanmastir.

MDA= 6.45 x (A532 - A600) - 0.56 x A450

3.3.8. Hidrojen peroksit (H,0,) icerigi

Ozden ve ark (2009) tarafindan belirtilen metoda gére hesaplanmistir. Bunun igin 0. 5
g taze yaprak Ornegi her uygulamadan alinmis 3 ml %]1’lik TCA igerisinde buz iizerinde
havanda ezilerek homojenize edildikten sonra 4°C’de 10 dakika 10.000 devir/dakika santrifiij
edilmistir. Sonrasinda 0.75 ml supernatant, bir test tiipii icerisinde 0.75 ml 10 mM potasyum
fosfat tampon ¢ozeltisi (pH: 7.0) ve 1.5 ml 1 M KI ile karistirtlmistir. Karigimin absorbansi
spektrofotometrede 390 nm’de okunduktan sonra H,0, igerigi hazirlanan H,0, standart egrisi

yardimiyla hesaplanmastir.

3.3.9. Antioksidatif enzim analizleri

Tuz stresine maruz birakilan bitkilerde meydana gelen enzim degismelerini incelemek
icin Stres uygulamalarinin sonlanmasinin hemen ardindan her bir tekerriirden alinan taze
yaprak Ornekleri sivi azot igerisinde ezildikten sonra derin dondurucuda (-80 °C) analize kadar
muhafaza edilmistir. Derin dondurucudan ¢ikarilan toz halindeki 6rneklerden 125 mg tartilmis
ve flzerine ezme solisyonu (50 mM trisma base, 0.1 mM EDTA, 1 mM PMSF
(Phenylmethanesulfonyl fliioride), 2 mM DTT (DL-Dithiothreitol) ilave edildikten sonra
santrifiijde 4°C’de 15.000 devir de 30 dk santrifiij edilmistir. APOX ve Glutatyon Rediiktaz
icin ezme solusyonuna 5 mM Askorbat ile %2 lik PVP (Polyvinylpyrrolidone) ilave
edilmigtir. Santrifiij sonunda iistte kalan silipernatant enzim analizleri i¢in kullanilmistir.

Olgiimler SHIMADZU marka UV-1800 model spektrofotometrede gerceklestirilmistir.
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3.3.9.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Bor ve ark. (2003) tarafindan belirtilen metoda goére siiperoksitin nitroblue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi yontemine gore Olgiilmiistiir. Siipernatanttan (sivi kisim)
alinan 15 pl bitki 6rnegi, test tiibii icerisinde 10 mM L-methionine, 0.66 mM EDTA, 0.0033
mM Riboflavin i¢ceren 2.695 ml 50 mM Na fosfat tampon ¢6zeltisi (pH 7,8) ve 300 ul 33 mM
NBT ile karistirilmis ve karisim 2 adet floresan 151k (40 pmol m'zs'l) altinda 10 dakika siire ile
bekletilmistir. Orneklerin absorbanslar1 spektrofotometrede 560 nm’de okunmustur. Kontrol
ornekleri (enzim icermeyen) ve kor numunelerin (1siklandirma yapilmamis) absorbanslar
okunarak NBT’nin 1sikta (Sekil 3.8) indirgenmesini %50 oraninda engelleyecek enzim

aktivitesi, SOD enzim aktivitesi olarak hesaplanmuistir.

SOD =[(apsaydinlik — gpskaranlik) Labs aydinlik] x100

Sekil 3.8. In vitro da tuz uygulamasi yapilan Orneklerde SOD aktivitesinin NBT’ye

indirgenmesinin 151kta engellenmesi.

3.3.9.2. Katalaz (CAT) aktivitesi

Bor ve ark, (2003) tarafindan belirtilen metoda goére Hidrojen Peroksit (H,0,)
miktarinin 240 nm absorbansta gosterdigi diisiis baz alinarak hesaplanmistir. Bu amagla 70 ul
supernatant, 920 pL 50 mM fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7,0) ve 15 ul %3 lik H,0,
karistirilmis (toplam hacim 1 ml) ve {i¢ dakika siireyle her 10 saniyede bir 6lgiim alinarak
karisimdaki absorbans degisikligi 240 nm’ (E=39.4mM™) de spektrofotometrede izlenmistir.
CAT aktivitesi dakikada harcanan pmol H,O; olarak ifade edildi.
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3.3.9.3. Peroksidaz (POX) aktivitesi

Bor ve ark, (2003) tarafindan belirtilen metoda gore hesaplanmistir. DAP
(diaminobenzidine tetrahidrokloridrate)’in Hidrojen Peroksitin (H,O;)varliginda oksidasyonu
izlenerek ol¢iilmiistiir. Bu amagla reaksiyon soliisyonu son hacim 1mL olacak sekilde 65 pl
supernatant, 15 ul %30 H,0,, 1mM 3,3 -Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate, 55
mM citric acid 920 pl 50 mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7.0) bir test tiipi
icerisinde karistirilmigtir. Reaksiyon en son H;O, ilave edilerek baslatilmis ve 465 nm de
absorbans degisimi 3 dakika boyunca takip edilmistir. Enzim aktivitesi dakikada tiiketilen
umol ml™ H,0,0larak ifade edilmektedir.

3.3.9.4. Askorbat peroksidaz (APOX) aktivitesi

Cakmak ve Marschner (1992)’ de belirtilen metoda gore yapilmistir. Askorbat okside
olurken spektrofotometrede 290 nm absorbansta olusan azalmalar okunmustur. Buna gére son
hacim 1mL olacak sekilde ayarlanan reaksiyon ortaminda 0.6 ml 50 mM’lik fosfor tamponu
(pH:7.0), 0.1 ml 1 mM EDTA 0.1ml 1 mM H;0,, 0.1 ml 5 mM Askorbat bulunmaktadir.
Askorbatin  oksidasyonu enzim ekstrasyonunun ilavesiyle baslatilarak 180 sn boyunca
absorbansta olusan azalma izlenmistir. Hesaplamalar Askorbatin ekstinsiyon katsayis1 (E=2.8

mM™*em™) kullamlarak yapilmistir.

3.3.9.5. Glutathion rediiktaz (GR) aktivitesi

Foyer ve Halliwell (1976) metoduna goére yapilmistir. Spektrofotometrede 340 nM
absorbansta NADPH’in oksidasyonu baz alinarak olgiilmistiir. Son reaksiyon hacmi 1ml
olacak sekilde reaksiyon soliisyonuna 500 pl 0.1 mM EDTA igeren 50 mM Fosfat tamponu
(pH:7.00), 50 pl 20 mM GSSG, 50 pl 2mM NADPH ve son olarak 400 pl saf su ilave
edilerek 25 °C de 180 sn boyunca spektrofotometrede okumasi yapilmistir. Glutatyon

rediiktaz enzim aktivitesi ekstinsiyon katsayist (E= 6.2mMcm™) kullanilarak yapilmustr.
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3.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma tesadif bloklar1 (in vitro) ve tesadiif parselleri (ex vitro) deneme desenine
gore in vitroda 4’er ex vitroda 5’er tekerriir olacak sekilde kurulmustur. Deneme sonucunda
elde edilen veriler SPSS Istatistiksel analiz paket programi (Standart versiyon 16.0)
kullanilarak varyans analizine tabi tutulmuslardir. Uygulamalar arasindaki farkliliklarin
istatistiksel a¢idan dnemlilik derecesini ortaya koymak i¢in Duncan ¢oklu karsilastirma testi
yapilmistir. Faktorlerin aragtirilan parametreler ilizerindeki etkilerinin istatistiksel bakimdan
onemi cizelgelerde sirasiyla: O.D.: p<0.05 seviyesinde 6nemsiz; **: p<0.05 seviyesinde

onemli ve ***: p<0.005 seviyesinde 6nemli olarak belirtilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Invitroda Tuz Denemesine Ait Bulgular

4.1.1. Tuzluluk stresinin siirgiin sayisi iizerine etkisi

In vitro kosullarda farkli tuz konsantrasyonlarina maruz birakilan Prunus microcarpa
(G1, G2, G3) ve standart meyve anaglarinda (Garnem, SL-64, Pixy, GiselA 5, MaxMa 14)
eksplant basina olusan siirgiin sayis1 bakimmdan Genotip ve Tuz konsantrasyonun etkisi
onemli bulunurken (p<0.005), Genotip X Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi 6nemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. In vitroda Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun siirgiin sayisi lizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 262,91 37,6 12,08***
Tuz konsantrasyonu 3 312,83 104,3 33,56***
Genotip xTuz konsantrasyonu 21 55,94 2,7 0,857°°

O.D. Ortalamalar arasindaki fark 6nemli degil;***: ortalamalar arasindaki fark, p<0.005

seviyesinde onemli.

Yiiz elli (150) mM tuz uygulamasinda eksplant basina en az siirgiin sayist ortalama bir
(1) siirgiin ile P. microcarpa nin G3 genotipi ve MaxMa 14 anacinda gozlenmistir. 150 mM
tuz uygulamasinda eksplant basina en fazla siirgiin sayisi sirasiyla 5.5, 1.5, 1.5, 1.4 adet ile

Pixy, G2, GiselA 5 ve G1 de olmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. In vitroda farkli tuz konsantrasyonlarindaki genotiplerin explantlerinden elde

edilen ortalama siirgiin sayis1 ve 150 mM NaCl’ da kontrol gurubuna gore siirgiin sayisinda %

azalma.
Stirgilin Sayis1/ Eksplant
0mM

Genotip NaCl 50 mM NaCl | 100 mM NaCl | 150 mM NaCl % azalma
G1 7,8 6,1 3,0 1,3 83,3
G2 11,5 6,0 51 1,4 87,8
G3 6,3 3,4 1,6 1,0 84,2
SL-64 2,9 1,9 1,8 1,1 62,2
Garnem 6,1 3,6 2,3 1,0 83,4
Pixy 11,6 11,6 7,1 55 52,5
GiselA 5 6,9 55 2,4 1,4 79,8
MaxMa 14 7,45 4.4 2,0 1,0 86,6

Biitiin denemelerde tuz (NaCl) konsantrasyonu arttikga eksplantlardaki ortalama
stirgiin sayisinda azalma gozlenmistir (Sekil 4.1). Aynt durum Bahmani ve ark. (2012) MM-
106 elma anaci tizerinde tuz uygulamasinda da belirtilmistir. Visne anacinin (CAB-6P) siirgiin
sayisinda 60 mM CaCl; uygulamasinda kontrole gore %60 azalma oldugu bildirilmistir
(Chatzissavvidi ve ark., 2008).
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Sekil 4.1. In vitroda farkli tuz konsantrasyonlarinda genotiplerde eksplant basina meydana

gelen siirgiin sayisi.
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Tuz konsantrasyonun artmasiyla birliktel50 mM NaCl konsantrasyonunda kontrol
gurubuna oranla explant basina olusan siirgiin sayisinda en fazla azalma %87,8 ile G2
genotipinde goézlenmistir. En az disiis %52,5 ile Pixy anacinda gozlenmistir. SL-64
genotipine bakildiginda kontrol gurubunda da siirgiin sayisinin yiiksek olmadig1 gézlenmistir.
Tuz stresinin siirgiin sayisi iizerine bu olumsuz etkisi diger ¢aligmalarda da belirtilmistir. In
vitro kosullarda Colt kiraz anaci ilizerinde tuz uygulamasinda 50, 100 ve 150 mM’ lik
konsantrasyonlarda siirgiin sayisinda ciddi azalmalar kaydedilmistir (Arici ve Eraslan, 2012).
Armut anacinda (Sotiropoulos ve ark., 2006), CAB-6P kiraz anacinda (Chatzissavvidis ve
ark., 2008), MM 106 elma anacinda (Bahmani ve ark., 2012) tuz stresi ile birlikte siirgiin

sayisinda ciddi oranda azalmalar oldugu rapor edilmistir.

4.1.2. Tuzluluk stresinin siirgiin uzunlugu iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlarda tuz iceren ortam iizerine kiiltiire alinan eksplantlardan
meydana gelen siirgiinlerin uzunluklarina bakildiginda, siirgiin uzunlugu tizerine Genotip, Tuz
konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi 6nemli

bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun

stirglin uzunlugu {izerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F

Genotip 7 1,468 0,21 3,1**
Tuz konsantrasyonu 3 5,126 1,709 25,4***
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 2,176 0,104 1,5%*

*xxEk: ortalamalar arasindaki fark, sirasiyla, p <0.05 ve p<0.005 seviyesinde 6nemli.

Siirgiin uzunlugu bakimindan MaxMa 14 anacinda kontrol gurubunda ortalama siirgiin
uzunlugu 1.5 cm iken 150 mM NaCl konsantrasyonunda bu deger 0.5 cm olmustur.MaxMa
14 ten sonra 150 mM NaCl’da en kisa siirgiinler sirasiyla 0.6, 0.7 cm ile G1 ve G2
genotiplerinden elde edilmistir.. En uzun siirgiinler ortalama 2.0 cm ile kontrol gurubundaki
SL-64 eksplantlerinden elde edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.2).
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Cizelge 4.4. Farkli tuz konsantrasyonlarinda genotiplerin eksplantlerinden elde edilen
stirgiinlerin ortalama uzunluklar1 (cm) ve 150mM NaCl’ da kontrol gurubuna gore ortalama

stirgiin uzunluklarinda % azalma.

Ortalam Siirgiin Uzunlugu (cm)
Genotip 0 mM NaCl | 50 mM NaCl | 100 mM NaCl | 150 mM NaCl | % azalma
Gl 1,4 1,5 1,0 0,6 57,1
G2 1,3 1,5 1,2 0,7 46,1
G3 1,5 1,6 1,4 0,8 46,6
SL-64 1,9 1,0 0,6 0,6 68,4
Garnem 1,4 1,6 1.4 0,8 42,8
Pixy 1,2 0,9 0,8 0,8 33,3
GiselA 5 1,5 1,4 1,2 1,1 26,6
MaxMa 14 1,5 1,1 0,7 0,5 66,6

Stirglin uzunlugu bakimindan kontrol gurubuyla karsilastirildiginda en fazla azalma
150 mM NaCl da %68,4 ile SL-64 genotipinde olmustur. Bunu %66,6 ile MaxMal4 anaci
takip etmistir. GiselA 5 %26,6 ile en az diisiis gbsteren genotip olmustur.
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Sekil 4.2. In vitroda farkli tuz konsantrasyonlarinda meydana gelen siirgiinlerin uzunluklari.

In vitroda ortalama siirgiin uzunlugu artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak ciddi
oranda disik kalmistir (Sekil 4.2). Yiiksek orandaki tuz konsantrasyonunun siirgiin
uzunlugunu olumsuz etkilemesinin ortamin asiriosmotik basincintan  kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Arict ve Eraslan, 2012). Bahmani ve arkadaslar1 (2012) MM-106 elma

anacinda 40 mM NacCl(tuz) konsantrasyonunun uygulamasinin siirgiin uzunlugunda azalmaya
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sebebiyet verdigini agiklamiglardir. Bu durum Chatzissavvidis ve ark. (2008) tarafindan CAB-

6P visne anacii¢in de bildirilmistir..

Artan tuz konsantrasyonuna paralel olarak bitkilerdeki kloroz durumu daha belirgin bir
sekilde goriilmiistiir. Ozellikle 50 mM’dan daha yiiksek NaCl konsantrasyonlarinin siddetli
kloroza ve zararlanmalara neden oldugu goriilmiistiir. Arastirmanin sonunda 100 ve 150 mM
NaCl konsantrasyonunda biitiin genotiplerin yapraklarinda kahverengilesme goriilmiis yaprak
uclarinda ciddi nekrozlar goriilmiistiir (Sekil 4.3). Yiz elli (150) mM NaCl igceren ortam
iizerindeki siirglinlerde gelisme neredeyse durma noktasina gelmis hatta birgok siirgiin

Olmiistiir.
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Sekil 4. 3. Farkli NaCl konsantrasyonu igeren ortam iizerinde kiiltiirlerin gelisimi.
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4.2. Tuzluluk Stresinin Klorofil Uzerine Etkisi

4.2.1. Tuzluluk stresinin klorofil a iizerine etKisi

Tuz uygulamasindan sonra Orneklerde yapilan analiz sonucunda Genotip, Tuz
konsantrasyonu ve Genotip x Tuzkonsantrasyonu interaksiyonun klorofil a iizerine etkisi

onemli bulunmustur (Cizelge 4.5)

Cizelge 4.5. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz Konsantrasyonu

interaksiyonunun klorofil a lizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 183,8 26,3 29,0%**
Tuz konsantrasyonu 3 632,0 210,7  233,1***
Genotip xTuz Konsantrasyonu 21 284,7 13,6 15,0%**

**%: ortalamalar arasindaki fark p<0.005 seviyesinde 6nemli.

Yiizelli (150) mM NaCl (tuz) stresi altinda en diisiik klorofil a miktar1 (1,3 mg/qg)
Glgenotipinde gozlenmistir. G2 genotipinde 50mM NaCl konsantrasyonundaki klorofil a
miktar1 kontrole gore yiiksek bulunmustur. Diger biitiin genotiplerde tuz konsantrasyonunun
artmastyla birlikte klorofil a miktarinda azalmalar olmustur. En yiiksek klorofi a miktari
sirastyla 18.2 ve 17.1 (mg/g) ile MaxMa 14 ve G1 genotiplerinin kontrol gurubunda
gbozlenmistir. Tuz konsantrasyonunun artisiyla klorofil a miktarinda en fazla diisiis sirasiyla
%92.1, %79.7, %76.3 ile G1, G3 ve G2 genotiplerinde gozlenmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.4).
Klorofil a miktarindaki bu diisiis Prunus microcarpa genotiplerinin yapraklarini dékerek stres

kosullarinda hayatta kalmaya ¢alismasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Cizelge 4.6. In vitro kosullarda tuz konsantrasyonuna bagli olarak genotiplerin klorofil a
miktarlart (mg/g taze agirlik) ve 150mM NaCl’ da kontrol gurubuna gore klorofil a

miktarinda % azalma.

Klorofil a miktar1 (mg/gr taze agirlik)
Genotip 0 mM NaCl |50 mM NaCl | 100 mM NaCl | 150 mM NaCl % azalma
Gl 17,1 11,6 3,1 1,3 92,1
G2 7,5 9,3 1,5 1,8 76,3
G3 10,2 2,8 1,6 2,0 79,7
SL-64 6,8 9,8 5,0 3,9 41,9
Garnem 9,2 7,1 4,2 3,6 60,5
Pixy 9,9 3,7 4,5 4,6 53,0
GiselA5 7,7 4,5 3,1 2,2 71,1
MaxMa 14 18,2 8,8 5,8 4.4 75,7

Tuz stresi altinda en disiik klorofil a miktar1 1,3 (mg/g) ile G1 genotipinde
gozlenmistir. G2 genotipinde 50mM NaCl konsantrasyonundaki klorofil a miktar1 kontrole
gore yiiksek bulunmustur. Diger biitiin genotiplerde tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte
klorofil a miktarinda azalmalar olmustur (Sekil 4.4). En yiiksek klorofi a miktar1 sirasiyla
18.23 ve 17.14 (mg/g) ile MaxMa 14 ve G1 genotiplerinin kontrol gurubunda gozlenmistir.
Tuz konsantrasyonunun artisiyla klorofil a miktarinda en fazla diisiis sirastyla 9%92.1, %79.7,
%76.3 ile G1, G3 ve G2 genotiplerinde gozlenmistir (Cizelge 4.6). Klorofil a miktarindaki bu
diistis Prunus microcarpa genotiplerinin yapraklarini dokerek stres kosullarinda hayatta
kalmaya calismasindan kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii dogal yayilis alanlarinda Prunus

microcarpa genellikle yapraklarini yazin erken dénemlerde dokmektedir.

42



=—G1 == G2 === G3 ==>4=S|-64 ==k=Garnem =@=Pixy GiselA 5 MaxMa 14

20
18
16

0\\
14 ~
i \
10
== \

Klorofil a (mg /g Taze agirlik)

8
6
\ o

4 §
2 S ———
0

0 50 100 150

NaCl (mM)

Sekil 4.4. In vitro da tuz uygulamasina tabi tutulan genotiplerin kiiltiirlerinde toplam klorofil a

miktari.

4.2.2. Tuzluluk stresinin klorofil b iizerine etkisi

Tuz uygulamasindan sonra yapilan Klorfil b analizi sonucunda Genotip, Tuz
konsantrasyonu ve Genotip X Tuz konsantrasyonu interaksiyonun Klorofil b miktari

tizerineetkisi dnemli bulunmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. In vitroda Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun klorofil b {izerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 14,4 2,1 4, 8%**
Tuzkonsantrasyonu 3 100,8 33,6 79,6%**
GenotipxTuzkonsantrasyonu 21 48,8 2,3 5,5%%*

**%: ortalamalar arasindaki fark p<0.005 seviyesinde 6nemli.

Tuz konsantrasyonunun artmasi ile birlikte Klorofil a da oldugu gibi klorofil b miktari
da azalmistir. En disiik klorofil b miktar1 0.96 mg/g taze agirhk ile 150 mM NaCl
konsantrasyonundaSL-64 ve GiselA 5 genotiplerinde gozlenmistir. En yiiksek klorofil b
miktar1 kontrol gurubunda sirasiyla 6.58, 6.15, 5.11 ile GiselA 5, G3 ve MaxMa 14
genotiplerinde gozlenmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4. 5).
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Cizelge 4.8. In vitro kosullarda tuz konsantrasyonuna bagl olarak genotiplerin klorofil b
miktarlart (mg/g taze agirlik) ve 150mM NaCl’ da kontrol gurubuna gore Klorofil b

miktarinda % azalma.

Klorofil b miktar1 (mg/gr taze agirlik)

Genotip 0 mM NaCl | 50 mM NaCl | 100 mM NaCl | 150 mM NaCl | % azalma
Gl 3,24 2,63 1,85 1,68 48,2
G2 3,12 1,94 1,42 1,96 37,1
G3 6,15 3,08 2,37 2,00 67,5
SL-64 3,20 1,44 1,00 1,42 95,5
Garnem 2,80 2,22 1,32 1,71 38,8
Pixy 3,54 1,77 1,79 1,85 47,7
GiselA 5 6,58 3,85 1,52 0,96 85,4
MaxMa 14 5,11 3,15 1,01 1,08 78,7
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Sekil 4. 5. In vitroda tuz uygulamasina tabi tutulan genotiplerin kiiltiirlerinde toplam klorofil b

miktari.

4.3.Tuzluluk Stresinin Lipid Peroksidasyonu [Malondialdehid (MDA)] Uzerine Etkisi

Tuz uygulamasiyla birlikte olusan osmotik stres ve toksik etki nedeniyle ortaya ¢ikan
serbest oksijen tiirevleri hiicre zarina zarar vermekte ve lipid peroksidasyonunun son {riinii
olan Malondialdehit (MDA) miktarinda degismelere neden olmaktadir. Hiicrelerde meydana
gelen bu zararlanmalarin belirlenmesi i¢in tuz stresine tabi tutulan genotiplerde MDA

miktarinda meydana gelen degigmeler incelenmistir.
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Cizelge 4.9’ a bakildiginda MDA miktar1 tizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve

Genotip x Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.9. In vitroda Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun MDA miktar lizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 8,822 1,26 12,2%**
Tuz konsantrasyonu 3 1,339 0,446 4,3**
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 7,135 0,34 3,3***

*x F*%: ortalamalar arasindaki fark, sirastyla, p <0.05 ve p<0.005 seviyesinde onemli.

Tuz stresine maruz birakilmis genotiplerde MDA igeriklerine bakildiginda stresin
MDA degisimi iizerinde etkili oldugu gozlenmistir. Artan stres ile birlikte genel olarak MDA
miktarinda ilk Once artis Dbelirlenmistir. Bazi ¢esitlerde 6zellikle 100mM NaCl
uygulamasindan sonra bitki asir1 zarar gérdiigiinden MDA miktarinda azalma olmustur. En
yiiksek MDA miktart (2.44 umol/g T.A) 100mM NaCl konsantrasyonunda G2 genotipinde
gozlenmistir. Ozellikle baz1 Genotiplerde (G2, GiselA5, Pixy, MaxMa 14) 100mM NaCl’dan
sonra MDA miktarlarinda distisler baslamistir. G1 genotipinde ise MDA miktarlart tuz
stresinin artmasiyla birlikte siirekli bir diigiis gostermistir (Sekil 4.6). Calismada yer alan
genotiplerin tiimi dikkate alindiginda genel olarak en diisik MDA miktarlar1 kontrol
gurubunda, en yiiksek MDA miktar1 ise 100 mM NaCl igeren ortam tiizerindeki bitkilerde
gozlenmistir. Tuz stresinin MDA {izerindeki olumsuz etkisi Eraslan ve arkadaslari (2009)
tarafindan GiselA 5, MaxMa 14 ve Colt kiraz anaglar1 lizerine tuz uyguladiklari bir ¢alismada

g6zlenmis ve 50 mM tuz uygulamasinin MDA miktarini arttirdigi belirtilmistir.
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Sekil 4. 6. In vitroda tuz uygulamasina tabi tutulan genotiplerin kiiltiirlerinde toplam MDA

miktari.

4.4, Tuzluluk Stresinin Prolin Miktar1 Uzerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki NaCl uygulamasinin c¢aligmada kullanilan genotiplerin

Prolin igerikleri tizerine etkisine bakildiginda Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotipx Tuz

konsantrasyonu interaksiyonun etkisi 6nemli bulunmustur(Cizelge 4.10). Artan NaCl

konsantrasyonunabagli olarak genotiplerdeki Prolin miktar1 kontrole gore artis gostermistir.

Cizelge 4.10. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz

interaksiyonunun Prolin miktari {izerine etkisinin varyans analizi.

konsantrasyonu

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 45 315,4 161,1%**
Tuz konsantrasyonu 3 149,9 449,9 536,3***
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 15,6 328,4 55,9%**

***: ortalamalar arasindaki fark p<0.005 seviyesinde 6nemli.
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Bir amino gurubu asit olan Prolinin stres kosullar1 altinda yiiksek yapili bitkilerde
osmotik dengeyi saglamak amaciyla yiiksek miktarda sentezlendigi bilinmektedir (Oztiirk ve
Demir, 2002; Hsu ve ark., 2003; Kavi ve ark., 2005). Ozellikle stres kosullarinda strese (tuza)
dayanikli bitkilerde Prolin olusumu ¢ok hizli iken, bu durum strese duyarl bitkilerde yavas
olmaktadir (Fougere ve ark., 1991; Petrusa ve Winicov, 1997).

Artan tuz konsantrasyonuna bagh olarak en yiiksek Prolin miktar1 (14.6pmol g T.A)
G1 genotipinde 150mM’ ik NaCl uygulamsinda 6l¢iilmiistiir. G1 genotipinin yaninda tuz
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte GiselA 5 ve MaxMa 14 genotiplerinde de Prolin
miktarinda diizenli bir artis olmustur. Genotiplere bagli olarak tuz konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte belli bir seviyeden sonra bazi genotiplerde Prolin miktarinda disiis
gozlenmistir. G2, G3 ve Garnem genotiplerinde 100mM NaCl uygulamasina kadar Prolin
miktarinda dogrusal bir artis olmus, ancak 100mM dan sonra Prolin miktarinda diisiis
olmustur. G2, G3 ve Garnem genotiplerinde 100 mM NaCl konsantrasyonunda Prolin miktar1
sirastyla 14.41, 13.31 ve 9.93 (umol g™ T.A) olmustur. SL-64 genotipinde kontrol gurubunda
5.35 (umol g T.A) olan Prolin miktar1 50mM da 13.02 (umol g™ T.A) olarak Sl¢iilmiistiir
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. In vitroda tuz uygulamasina tabi tutulan genotiplerin kiiltiirlerinin toplam Prolin

miktari.
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Prolin amino asidi stres kosullarinda bitkilerde en fazla iiretilen bir amino asit oldugu
icin son yillarda stres fizyolojisinde iizerinde calisilan en énemli bilesiklerden biri olmustur.
Glutamat ve ornitinden sentez edilmesine ragmen baskin olarak glutamattan
sentezlenmektedir (Yildiz ve ark, 2010). Stres kosullarinda osmotik basincin diismesiyle
birlikte somatik hiicrelerin azalan bu osmotik basinci dengelemeleri giiclesmekte ve hiicre su
alimmi gerceklestirememektedir. Dolayisiyla besin elementlerinin alinimi engellenmektedir.
Ancak stres kosullarina ve tuza dayanikli bitkiler hiicrelerindeki proteinleri pargalamasi
sonucu ortaya ¢ikan amino asitler sayesinde osmotik basinci dengelemektedirler. Bu amino
asitlerin basinda da Prolin gelmektedir. Prolin miktarindaki artis hiicredeki osmotik basinci
arttirarak bitkinin tuzdan asir1 zarar gérmesini engellemektedir (Khalvati, 2001). Bitkilerde
yaygin olarak bulunan Prolin 6zellikle diger amino asitlere oranla daha fazla birikmekte ve
kullanilabilir azot birikimini diizenlemektedir (Abraham ve ark., 2003). Ayrica Prolin
membran kararliligin1 saglayarak NaCl‘iin hiicre membranina olan olumsuz etkisini
azaltmaktadir (Mansour, 1998;Y1ldiz ve ark., 2010).

4.5. Tuzluluk Stresinin Hidrojen Peroksit (H,0,) Uzerine Etkisi

Tuz konsantrasyonunun bitki yapraklarindaki Hidrojen Peroksit miktar1 {izerine
etkisinin 6nem diizeyi Cizelge 4.11 de verilmistir. Yapilan istatistiki analiz soncunda Hidrojen
Peroksit miktar1 tlizerine Genotip, tuz konsantrasyonu ve Genotipx tuz konsantrasyonunu

interaksiyonunun H,O; igerigi iizerine etkisi onemli bulunmustur (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. In vitroda genotip, tuz konsantrasyonu ve genotip x tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun H,O, miktar iizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F

Genotip 7 7800 5460 7,957
Tuz konsantrasyonu 3 43117 12935 43,957
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 2055 4315 2,097

*xk *%: ortalamalar arasindaki fark sirasiyla p<0.01 ve p<0.005seviyesinde dnemli.

NaCl konsantrasyonunun bitki yapraklarindaki Hidrojen Peroksit miktar1 iizerine
etkisine bakildiginda biitiin bitkilerde NaCl konsantrasyonunun artisiyla birlikte H,O,
miktarinda artis olmustur. H,O, miktar1 en fazla 150 mM NaCl konsantrasyonunda 187.33
uMol g™ taze agirlik ile G3genotipinde gozlenmistir. Pixy ¢esidinde H,O, miktar1 100 mM
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NaCl konsantrasyonuna kadar artis (59,8uMol g?)  gdsterir iken 150 mM NaCl
konsantrasyonunda (45,6 pMol g') 100 mM NaCl konsantrasyonuna gore azalma
gozlenmigstir (Sekil 4.8). Genel olarak tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte H,O,
miktarinda artis olmus fakat H,O, miktarindaki artis G2, MaxMa 14 ve Pixy genotiplerinde
diisiik seviyede kalmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. In vitroda tuz uygulamasina tabi tutulan genotiplerin kiiltiirlerinin toplam H,0,

miktari.

Hidojen Peroksit (H,0,) siiperoksitin (O°) g¢evresindeki molekiillerden 1 elektron
almas1 veya molekiiler oksijenin (O,) ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi sonucu
olusur. H,O, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek
yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok
gliclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda Lipid Peroksidasyonu gibi radikal
tepkimeleri baglatabilir (Biiyiik ve ark., 2012). Ayrica Calvin ¢gemberinin bir ¢ok enziminide
inaktivite eder (Charles ve Halliwell, 1980). Hiicre zarindaki Lipid Peroksidasyonu ve Calvin
cemberindeki enzimlerin inaktif hale gelmesi sonucunda bitkide ¢esitli doku zararlanmalari
meydana gelir. Bu ¢alismada tuz konsantrasyonuna bagli olarak H,O, miktarinda gbzlenen
artig diger aragtirmalar tarafindan da rapor edilmistir. Fadzilla ve ark. (1997) tuz uygulamasi
sonucu piring siirgiinlerinde Hidrojen Peroksit miktarinin arttigini bildirmislerdir. Harinasut
ve ark. (2003) 50, 100 ve 150 mM lik tuz uygulamasinin dut bitkisinde Hidrojen Peroksit

miktarini arttirdigini bildirmislerdir.
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4.5. Antioksidant Enzim Aktivitelerinde Meydana Gelen Degismeler

Tuzluluk stresi altindaki bitkilerin stresten etkilenme derecelerini inceleme
yontemlerinden birisi de stres kosullarinda ortaya ¢ikan antioksidant enzim aktivitelerinin
miktarinin 6l¢iilmesidir. Bu nedenle tuz uygulamasinin Siiperoksit Dismutaz, Peroksidaz,
Katalaz, Askorbat Peroksidaz ve Glutatyon Rediiktaz antioksidant enzim aktiviteleri

izerindeki etkilerini belirleyen analiz sonuclartyla ilgili bulgular asagida verilmistir.

4.5.1. Tuzluluk stresinin siiperoksit dismutaz (SOD) iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki tuz uygulamasinin SOD miktar1 iizerine -etkisine
bakildiginda Genotip ve Tuz konsantrasyonunun etkisi 6nemli, Genotip X Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun etkisi ise 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. In vitro da Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun SOD miktar1 {izerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 205,13 29,30 537
Tuz konsantrasyonu 3 267,88 89,29 16,17
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 21741 10,35 1,8%

OD,***: ortalamalar arasindaki fark sirasiyladnemli degil , P<0.005 seviyesinde 6nemli.

Yapilan ¢alismada 50, 100 ve 150mM’ lik tuz uygulamalarinda SOD miktart genel
olarak tiim genotiplerde kontrol gurubuna goére artis gostermistir. Yalniz MaxMa 14
genotipinde tuz uygulamasiyla birlikte SOD miktarinda diisiis gézlenmistir. Enyiiksek SOD
miktar1 150 mM NaCl konsantrasyonunda (95.74 Umg™ T.A) Pixy genotipinde gozlenmistir.
G2, G3, Garnem ve Pixy genotiplerinde tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte SOD
miktarinda dogrusal bir artis gozlenirken G1, SL-64 ve GiselA 5 genotipinde ise 100mM
NaCl uygulamsindan sonra SOD miktarinda diisiis gézlenmistir (Sekil 4.9).

50



=01 =fll=G2 === G3 ==>4=S|-64 ===Garnem =@=Pixy GiselA 5 MaxMa 14
100
98
—
< 96 ——————=_)
— 94 Se——
< 92 /
>
E 90 -
D
o 86 ://
@)
on 84
82 /
80
0 50 100 150
NaCl (mM)

Sekil 4. 9. In vitro da tuz uygulamasina tabi tutulan genotiplerin kiiltiirlerinin toplam SOD

miktari.

4.5.2. Tuzluluk stresinin katalaz (CAT) iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki tuz uygulamasina maruz birakilan genotiplerdeki Katalaz
aktivitesindeki degisim miktarlar1 Sekil 4.10 da verilmistir. Katalaz aktiviteleri tuz
uygulamsindan sonra meydana gelen en geng yapraklar iizerinde incelenmistir. Yapilan analiz
sonucunda katalaz aktivitesi iizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz

konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. In vitroda Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun CAT miktar1 lizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 2,61 0,373 11,7%**
Tuz konsantrasyonu 3 2,455 0,818 25,7%%*
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 2,902 0,138 4,3%%*

***: ortalamalar arasindaki fark, P<0.005 seviyesinde onemli.

Aragtirma kapsaminda kullanilan tiim genotiplerde tuz konsantrasyonunun artmasiyla
birlikte belli bir seviyeye kadar Katalaz miktarinda artis gozlenmistir. 150mM tuz
uygulamsinda en yiiksek Katalaz miktar1 1,589 Umg™* T.A ile G2 genotipinde Ol¢iilmiistiir
(Sekil 4.10). G1, G2, Garnem ve Pixy genotipinde tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte
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Katalaz miktarinda da dogrusal bir artis gézlenmis ancak G3, SL-64, GiselA 5 genotipinde
100 mM NaCl uygulamasindan sonra katalaz miktarinda diisiis olmustur. MaxMal4
genotipinde ise en yiiksek katalaz miktar1 50mM NaCl konsantrasyonunda 1.091Umg™ T.A
olmus, daha yiiksek konsantrasyonlarda katalaz miktarinda diisiisler baglamistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10. In vitro da tuz uygulamasina tabi tutulan genotiplerin kiiltiirlerinin toplam CAT

miktari.
4.5.3. Tuzluluk stresinin peroksidaz (POX) iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki tuz wuygulamasina maruz birakilan genotiplerdeki
Peroksidaz aktivitesindeki degisme miktarlar1 Sekil 4.11°de verilmistir. POX aktiviteleri tuz
uygulamasindan sonra meydana gelen en geng yapraklar lizerinde incelenmistir. Yapilan
analiz sonucunda POX aktivitesi tizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz

konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. In vitro da Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun POX miktari lizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 1,88 1,88 1,11 **
Tuz konsantrasyonu 3 4,45 4,45 6,13 ***
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 9,11 9,11 1,79 **

*x #%%: ortalamalar arasindaki fark sirasiyla, P<0.05ve P<0.005 seviyesinde 6nemli
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Tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte Peroksidaz aktivitesi hem P. microcarpa
genotiplerinde hem diger standart anaglarda 6nemli diizeyde artis gostermistir (Sekil 4.11). P.
microcarpa G 1 ve G 2 genotiplerinde NaCl konsantrasyonunun artmasiyla birlikte POX
aktivitesi dogrusal bir artis gostermistir. G 1 ve G 2 genotiplerinde kontrol gurubuna oranla
150 mM NaCl konsantrasyonunda POX aktivitesinde sirasiyla yaklasik %540 ve %391 artis
olmustur. Standart anaglarda ise genotiplere bagli olarak POX miktart belli bir
konsantrasyona (100 mM) kadar artis gosterdikten sonra bir diisiis gdzlenmistir. Ozellikle SL-
64 ¢esidinde 50 mM NaCl igeren ortam iizerindeki bitkilerde en yiiksek olan POX miktari

daha yiiksek konsantrasyonlarda NaCl igeren ortam iizerindeki bitkilerde azalmaya

baslamistir.
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Sekil 4. 11. In vitroda tuz uygulamasina tabi tutulan genotiplerin kiiltiirlerinin toplam POX

miktari.
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4.5.4. Tuzluluk stresinin glutatyon rediiktaz (GR) iizerine etkisi.

Yapilan dl¢iimler neticesinde GR aktivitesi lizerine Genotip ve Tuz konsantrasyonun
etkisi onemli, Genotip X Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi ise ©6nemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. In vitroda Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun GR miktar1 iizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 0,086 0,012 1,83**
Tuz konsantrasyonu 3 0,024 0,008 1,198**
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 0,1 0,005 0,711°°

OD,**: ortalamalar arasindaki fark sirasiyla, 6nemli degil ve P<0.05 seviyesinde énemli.

Tuz stresine tabi tutulan G 1, G 2, G 3, P. microcarpa genotipleri ile standart anag
olan Garnem, SL-64, Pixy, GiselA 5 ve MaxMa 14 genotiplerinin GR aktivitlerine ait

spektrofotometrik sonuglar Sekil 4.12 de verilmistir.

Bir aylik tuz uygulamasinin sonunda hem P. microcarpa hem standart anag
genotiplerinin GR aktivitelerinde artis gozlenmistir. NaCl konsantrasyonunun artisiyla birlikte
ozellikle G1 ve G2 genotiplerinin GR miktarlarinda diizenli bir artis gozlenmistir. G2
genotipinde 100mM NaCl uygulamasina kadar GR aktivitesinde diizenli bir artig olurken daha
sonra diisiis gozlenmistir. En yiiksek GR aktivitesi Garnem ¢esidinde 150 mM NaCl
konsantrasyonunda (0.355Umg™ T.A) 6l¢iilmiistiir. GiselA 5 ve MaxMa 14 cesitlerinde
100mM NacCl konsantrasyonundan sonra GR aktivitesinde diisiis gozlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. In vitroda tuz uygulamasina tabi tutulan genotiplerin kiiltlirlerinin toplam GR

miktari.

55



4.6. Ex vitro Kosullarda Tuz Denemesine Ait Bulgular

4.6.1. Tuzluluk stresinin dokularin zararlanma oram (1-5 skalasi) iizerine etkisi

Farkli konsantrasonlarda tuz stresine maruz birakilan ve kontrol bitkilerinde yesil
aksamda meydana gelen gorsel zararlanmalarin etkisini ortaya koymak igin 1-5 skalasi
olusturulmustur. Kontrol gurubunda bulunan ve zarar gérmeyen bitkilere 1" skala degeri

verilmistir.

Yapilan gozlemler sonucunda tuz uygulamasina bagli olarak yesil aksamda meydana
gelen hasarlanma fizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.16).

Bir aylik tuz uygulamasi sonunda P. microcarpa (G 1, G 2, G3) ve standart anag
(Garnem, SL-64, GiselA 5, Pixy, MaxMa 14) genotiplerinde meydana gelen gorsel hasar ile
ilgili veriler Sekil 4.13 de verilmistir.

Cizelge 4.16. Genotip, Tuz Kkonsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun Hasar indeksi iizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 12,7 88,9 11,8%**
Tuz konsantrasyonu 3 19,9 59,9 18,6***
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 1,5 33,3 1,4*%*

** F*%: ortalamalar arasindaki fark, sirastyla, p <0.05 ve p<0.005 seviyesinde dnemli.

Tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte genotiplerin tiimiinde zararlanma derecesi
artmistir. Bu durum baz1 genotiplerde az oldugu halde diger genotiplerde fazla olmustur.
Ozellikle standart anaglara gore biiyiime hiz1 diisiik olan G1 ve G3 genotipleri yesil aksam
bakimindan tuzdan en fazla etkilenen gurup olmustur. Bunu sirasiyla Pixy ve G2 izlemistir.
G1 ve G3 genotiplerinde 50 mM NaCl uygulamasindan itibaren yesil aksamin etkilendigi
gortilmistiir (Sekil 4.13).Yesil aksamda zararlanmanin en az oldugu ¢esitler sirasiyla Garnem,
SL-64, GiselA 5 ve MaxMa 14 olmustur. Yesil aksamda meydana gelen zararlanma siddeti
genotiplerin bliylime hizlaryla iliskilendirilmistir (Sekil 4.14). Biiylime hiz1 fazla odugunda
uygulanan tuz miktarinin etkileyecegi alan (birim doku miktar1) artmakta her doku birimine
daha az tuz diismekte, dolayisiyla zararlanma daha hafif olmaktadir. Ancak bitkilerin arazide

oldugu ve saksilardaki durumun aksine topraktaki tuz konsantrasyonunun kolay kolay
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degismedigi durumlarda hizli biiyliyen bitkilerde zararlanma daha siddetli olabilir. Diger
taraftan yavas biiyliyen genotiplerde goriilen yaprak dokiimii (biiylime hizindaki yavaslama)
bir bakima tuzdan sakinim mekanizmasi olarak islev goriiyor olabilir ve yavag biiyiiyen

bitkilere stres altinda avantaj sagladig diisiiniilebilir.
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Sekil 4. 13. Tuzluluk stresi altinda zarar gérmiis dokularin oranu.

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda biitiin bitki tiirlerinin biiylime ve gelismelerinde bir
azalma olmayla birlikte biiyiime ve gelisme bakimindan tiirler arasinda farkliliklar vardir
(Munns, 2002). Abiyotik stres faktorlerinin ilk isareti spesifik membranlarin hasar gérmesidir
(Holmberg ve Biilow, 1998). Sodyum hem floem hemde ksilem iletim demetlerinde rahat
hareket edebilen bir element oldugundan dolay1 asir1 Na birikimi yasl yapraklarin ug ve kenar
kisimlarindan baglayarak yaprak ayasi ve sapina dogru ilerleyerek nekrotik lekelere kadar
doniisen semptomlar ve yapragin kurumasina kadar varan hasarlar verir (Aktas,
2002).Yapraklarda goriilen kloroz olayi tuz stresinin tipik gostergesidir (Maas ve Francois,
1982; Wu ve ark., 2001). Saadatmand ve ark. (2007) Antep fistiginda tuz stresinin ilk belirtisi
olarak yapraklarda kloroz olustugunu ve daha sonra nekrotik hasarlarin olustugunu ve
yapraklarin kurudugunu bildirmislerdir. Ertiirk ve arkadaslar1 (2007) GiselA 5 kiraz anacinda
disiik tuzkonsantrasyonlarinda hafif kloroz olustugunu daha sonra nekrotitik hasarlarin
olustugunu gozlemislerdir. Ayrica 50 ve 100 mM tuz konsantrasyonunun Siirgiinde ve yaprak
kenarlarinda hasarlar olusturdugunu 150 mM tuz konsantrasyonununda biitin yaprak ve

siirgliniin belli bolgelerinde nekrotik hasarlar olustugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4.14. Bir ay siiresince tuzluluk stresine tabi tutulmus bitkiler.

58




4.6.2. Tuzluluk stresi altindayaprak hiicrelerinde membran zararlanmasi (doku elektrik
iletkenligi)

Hiicre zarlarinin yapilarinin bozulmasi ve hiicre igerisinde bulunan su ve suda erimis
maddelerin hiicreler arasi bosluklara akmasi doku elektrik iletkenliginin yiiksek olmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle doku elektrik iletkenligi bitkilerin stres altinda hiicre zari
biitiinliigiinii ne derecede Kkoruyabildiklerinin bir ifadesi olarak kullanilmaktadir (Deger,
2010).

Bu calismada membran zararlanmas: tizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip

X Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi onemli bulunmustur (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun Membran Zararlanmasi {izerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F

Genotip 7 674,5 4047,4  6,9%**
Tuz konsantrasyonu 3 2325,1 6975,45  24**
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 254,2 4576,9  2,6%**

**%: ortalamalar arasindaki fark p<0.005 seviyesinde dnemli.
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Farkli konsantrasyonlardaki tuz uygulamasina maruz birakilan genotiplerin yaprak

hiicrelerindeki membran zararlanmasindaki degisme miktarlar1 Sekil 4.15 te verilmistir.
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Sekil 4. 15. Tuzluluk stresi altinda yaprak hiicrelerinde membran zararlanmasi.

Tuz stresine maruz birakilan bitkilerde stres sonucu meydana gelen membran
zararlanmasina bakildiginda en yiiksek zararlanma orani sirasiyla %96, %80 ile G2 ve G3
genotipinde gozlenmistir. G1genotipinde disk alinacak biiyiikliikkte yaprak olmadigindan G1
genotipinin membran zararalanmasina bakilmamistir. G2, G3, G1 genotipleri stres
kosullarinda erken donemde yaprak dokme egiliminde olan bitkilerdir. En yiiksek doku
elektrik iletkenligi degerleri kullanilan en yiiksek tuz konsantrasyonunda (150 mM NaCl)
gozlenmigtir. Eraslan ve ark. (2009) 50 mM tuz uygulamasmin Colt, GiselA 5 ve MaxMa
anacinda membran gegirgenligini arttirdigini ve ortalama membran gegirgenliginin MaxMal4
anacinda en yiiksek degerde oldugu bildirilmistir. Bu calismada en yiiksek membran
gegcirgenligi G2 ve G3 genotiplerinden sonra MaxMa 14 anacinda kaydedilmistir (Sekil 4.15).
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4.6.3. Tuzluluk stresinin yapraklardaki doku oransal su icerigi (RWC) iizerine etkisi

Yapraklardaki doku oransal su igerigi iizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve
Genotip x Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi énemli bulunmustur (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. Genotip, Tuz Kkonsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun Doku Oransal Su igerigi (RWC) iizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 6868,1 981,2 61,4%**
Tuz konsantrasyonu 3 5371,5 1790,5 112,1%**
Genotip x Tuzkonsantrasyonu 21 423,5 20,2 1,2%*

** F**: ortalamalar arasindaki fark, sirastyla, p <0.05 ve p<0.005 seviyesinde dnemli.

Tuz stresine maruz birakilan P. microcarpa genotipleri (G1, G2, G3) ile standart
anaglardaki (SL-64, Garnem, Pixy, GiselA 5, MaxMa 14) doku oransal su igerigindeki
degismeler sekil 4.16 da verilmistir.
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Sekil 4.16. Tuzluluk stresi altinda yaprak Doku Oransal Su Igeriginde (RWC) meydana gelen

degisme.
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Tuz konsantrasyonunun artmasiyla biitiin genotiplerin yaprak dokusundaki su oraninda
diisiisler gdzlenmistir. Kontrol gurubuyla karsilastirildiginda doku su igerigi bakimindan en
fazla diisiis %53.37 ile G3 genotipinde gbzlenmistir. Bu genotipi sirasiyla%47.08, % 42.19,
% 41.24, % 35,35 ile GiselA 5, G2, MaxMa 14 ve Pixy genotipleri takip etmistir. Doku
oransal su icerigindeki en az diisiis %27.56 ile SL-64 genotipinde gozlenmistir (Sekil 4.16).

Yapraklardaki doku oransal su igerigi (RWC) tuz stresinin artmasina bagli olarak
azalmaktadir (Srivastavave ark., 1998). Tuz stresi altinda Marianna Gf-8.1 ve Myrobolan B
anacinda doku oransal su igeriginin azaldig1 Pixy anacinda ise bu azalisin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 bildirilmistir (Bolat ve ark., 2006). Zeytin bitkisinde tuz stresine verilen ilk
tepkinin yaprak su oraninin ve gergek su igeriginin azalmasi seklinde oldugu rapor edilmistir
(Chartzoulakis, K.S., 2005). Mandhania ve ark. (2006) tuz stresi altinda tuza tolerant
bitkilerin yaprak doku oransal su igeriklerinin tuza hassas bitkilerden daha az etkilendigini

bildirmislerdir.

4.6. Tuzluluk Stresinin Klorofil Miktar1 Uzerine Etkisi

4.6.1. Tuzluluk stresinin klorofil a miktar: iizerine etkisi

Yapraklarda klorofil a miktar1 tizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz

konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz Konsantrasyonu

interaksiyonunun klorofil a iizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 499,3 71,32 141,9%**
Tuz konsantrasyonu 3 685,6 228,53 454,7%**
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 198,0 9,43 18,7***

**%*: ortalamalar arasindaki fark p<0.005 seviyesinde dnemli.
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Tuz stresine maruz birakilan Prunus microcarpa genotipleri ile standart anaglarda

klorofil a miktarindaki degisme oranlar1 Cizelge 4.20 ve Sekil 4.17 de verilmistir.

Cizelge 4. 20. Tuz uygulamasi yapilan genotiplerde toplam klorofil a miktar1 (mg/g taze
agirlik) ve 150mM NaCl’ da kontrol gurubuna gore klorofil a miktarinda % azalma.

Genotip OmM NaCl 50mM NaCl |100mM NaCl | 150mM NaCl | % azalma
G1 29,00 28,32 19,85 14,84 48,82
G2 31,34 31,16 28,46 25,67 18,10
G3 30,99 31,52 28,91 20,44 34,04
SL-64 29,50 30,44 25,62 23,17 21,46
Garnem 23,91 18,97 21,77 20,11 15,89
Pixy 32,13 31,69 26,58 23,84 25,81
GiselA 5 32,03 29,80 28,16 22,30 30,39
MaxMa 14 32,31 30,23 30,45 22,94 29,00

Kontrol gurubuyla karsilagtirlldiginda tuz konsantrasyonu arttikga klorofil a
miktarinda kademeli bir sekilde azalma goézlenmistir (Sekil 4.17). Tuz stresi ile birlikte
klorofil a miktarinda en fazla azalma %48.82 ile G1 genotipinde olmustur (Cizelge 4. 20). Bu
genotipi sirasiyla %34.04, %30.39, %29.00, %25.81" lik azalma ile G3, GiselA 5, MaxMa 14
ve Pixy takip etmistir. Tuz stresi ile birlikte klorofil a miktarinda en az diisiis sirasiyla %15.89
ve %18.10 ile Garnem ve G2 genotipinde gozlenmistir (Cizelge4.20).
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Sekil 4. 17. Tuzluluk stresi altinda klorofil a miktarinda meydana gelen degisme.

63



Bitkilerin yaprak dokusundaki toplam klorofil ve karotenoid igerigi tuz stresi ile
birlikte genel olarak azalma gostermektedir (Agastian ve ark, 2000; Kahn, 2003; Yildiz ve
ark., 2010). Aric1 ve arkadaslart 50 mM NaCl varliginda (tuz stresinde) klorofil miktarinda
azalma oldugunu bildirmisler. Ayn1 sekilde tuz stresi altinda domates bitkisinin yapraklarinda
toplam klorofil a, Kklorofil b ve karotenoid miktarinda azalma olmustur (Khavarinejad ve
Mostofi, 1998). Fino 49 limon g¢esidinde tuz uygulamasinda olgun yapraklardaki klrofil
miktar1 taze yapraklardaki klorofil miktarindan daha fazla etkilenmistir (Pérez-Pérez, ve ark.,
2009). Aranda ve Syvertsen (1996) yiiksek orandaki tuz konsantrasyonlarinda iyon birikimi
ve stomalarin acilip kapanmasindaki diizensizlikler nedeniyle toplam klorofil miktarinda
azalmalar oldugunu ve bu azalmalarin fotosentez etkinligini diislirerek bitkinin gelisimini

engelledigini ve bitkinin zarar gérmesine neden oldugunu bildirmislerdir.

4.6.2. Tuzluluk stresinin klorofil b miktar: iizerine etKisi

Yaprak klorofil b miktar1 iizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz

konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi onemli bulunmustur (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. Genotip, Tuz Kkonsantrasyonu ve Genotip X Tuz Konsantrasyonu

interaksiyonunun klorofil b {izerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 264,3 37,8 141,5%**
Tuz konsantrasyonu 3 560,6 186,9 700,7%%*
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 559,3 26,6 99,8%**

***: ortalamalar arasindaki fark p<0.005 seviyesinde dnemli.
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Tuz stresine maruz birakilan P. microcarpa genotipleri ile standart anaglarda klorofil b

miktarindaki degisme oranlar1 Cizelge 4.22 ve Sekil 4.18 de verilmistir.

Cizelge 4. 22. Tuz uygulamasi yapilan genotiplerde toplam klorofil b miktari (mg/g taze

agirlik) ve 150mM NaCl’ da kontrol gurubuna gore klorofil b miktarinda % azalma.

Genotip OmM NaCl | 50mM NaCl | 100mM NaCl | 150mM NaCl | % azalma
Gl 10,66 24,67 14,62 4,78 55,17
G2 13,73 24,91 10,37 8,72 36,49
G3 12,97 13,59 11,23 7,11 45,20
SL-64 10,33 11,53 7,13 6,55 36,56
Garnem 9,70 6,73 8,58 7,17 26,12
Pixy 14,14 14,96 8,99 7,36 47,94
GiselA5 15,20 10,37 9,68 7,50 50,68
MaxMa 18,76 11,82 10,43 7,57 59,65

Tuz stresine tabi tutulan genotiplerin yapraklarindaki klorofil b miktarlar1 kontrol

guruplarina gore azalma gostermistir. Tuz stresinin siddetiyle birlikte klorofil b miktarinda en
fazla diisiis %59,65 ile MaxMa 14 standart anacinda olmustur. Bunu sirasiyla %55.17,
%50.68, %47.94 ve %45.20 ile G1, GiselA 5, Pixy ve G3 genotipi izlemistir. Klorofil b

miktarindaki en az diisiis ise sirasiyla %26.12 ve %36.49 ile Garnem standart anac1 ve G2

genotipinde olmustur (Cizelge 4.22). G1 ve G2 genotiplerinde 50mM NaCl
konsantrasyonunda klorofil b miktar1 en yiiksek seviyede olmustur.
==G1 =fl=G2 =fr=G3 ==¢=S5|-64 ==te=Garnem =@=Pixy GiselA5 MaxMa 14
%\ 30
=
8D 25
Q
N
£ 20
:
B 15+
an
E 10 =
© .
— N
. M
=
=
M 0
0 50 100 150
NaCl (mM)

Sekil 4. 18. Tuzlulukstresi altinda Klorofil b miktarinda meydana gelen degisme.



4.7. Tuzluluk Stresinin Lipid Peroksidasyonu [Malondialdehid (MDA) Miktari] Uzerine
Etkisi

Lipid peroksidasyonu iizerine Genotip, Tuz Kansantrasyonu ve Genotip x Tuz
konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi énemli bulunmustur (Cizelge 4. 23).

Cizelge 4. 23 Genotip, Tuz konsantrasyonu, Genotip x Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun

MDA miktari iizerine varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F

Genotip 7 8,301 1,186 243 4%+
Tuz konsantrasyonu 3 0,805 0,268 55,06%**
Genotipx Tuz konsantrasyonu 21 10,65 0,507 104,1%**

**%: ortalamalar arasindaki fark p<0.005 seviyesinde onemli.

Ex vitroda farkli NaCl konsantrasyonlarinin genotiplerin Malondialdehid miktarlar
tizerine etkisi Sekil 4.19 de verilmistir. Baz1 genotiplerin yaprak dokusunda 150 mM NaCl
konsantrasyonuna kadar lipid peroksidasyonu miktarinda bir artis gosterirken diger ¢esitlerde
100 mM NaCl konsantrasyonundan sonra MDA miktarinda diisiis gozlenmistir. Ancak genel
olarak bakildiginda kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda hem P. microcarpa genotiplerinde
hem standart anaglarda MDA miktarinda bir artis s6z konusu olmustur (Sekil 4.19). En
yiiksek MDA miktari (2.24 uM g T.A) 150 mM NaCl konsantrasyonunda Garnem gesidinde
gozlenmis daha sonra en yiiksek MDA 100mM NaCl konsantrasyonunda (2.14 uM g™* T.A)
G2 genotipinde gozlenmistir. G2 genotipi ile SL-64 ve Pixy standart anacinda 100mM NacCl
konsantrasyonundan sonra MDA miktarinda diisiis gézlenmis, ancak G1, G3 genotipi ile
GiselA 5 ve MaxMa 14 standart anaglarinda 150mM NaCl konsantrasyonunda bile MDA
miktarinda artis gozlenmistir. Tuzluluk stresi altinda MDA miktarindaki artis diger
arastirmacilar tarafindan da rapor edilmistir. Ertiirk ve ark. (2007) in vitro da GiselA 5 kiraz
anacinin siirgiinlerinde MDA miktarinin tuz stresi altinda kontrol gurubuna oranla yiiksek

ciktigini bildirmislerdir.
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Sekil 4. 19. Tuzluluk stresi altinda MDA miktarinda meydana gelen degisme.

Tuz stresi sonucu bitkinin yeterli su alamamasi, hiicre biitiinliigiiniin bozulmasi,
stomalarin kapanmasi, Klorofil miktarindaki diisiis ve fotosentetik elektron tasima sisteminin
aksamasi sonucu serbest radikaller oraya ¢ikmaktadir (Demiral, 2005; Yildiz, 2010). Ortaya
cikan serbest radikaller membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu hiicre membraninin
zararlanmasina yol agmaktadir. Yiiksek miktardaki reaktif oksijen tiirleri doymamis yag
asitleri ile tepkimeye girerek hiicre zar1 ve hiicre i¢indeki organeller i¢in hayati 6nem arz eden
membran lipidlerine zarar vermektedir. Lipid peroksidasyonu hiicre igerisine besin girisini
saglayan hiicre zarinin kurumasina ve bdylece hiicrenin 6lmesine sebep olmaktadir. Hiicre
zarinin bozulmasi, mitokondrideki solunum mekanizmasina zarar vermekte, pigmentleri
etkisiz hale getirmekte ve Kkloroplastlara alinan karbondioksit miktarin1 azaltmaktadir
(Halliwell, 1985; Scandilios., 1993). Bu nedenle Lipid peroksidasyonundaki degisme tuz
stresine tepkinin (toleransin) bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Tipirdimaz ve
Ellialtioglu, 1995; Elkahoi ve ark., 2005).
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4.8. Tuzluluk Stresinin Prolin Miktar1 Uzerine Etkisi

Prolin miktar1 {izerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu

interaksiyonun etkisi dnemli bulunmustur (Cizelge 4.24).

Cizelge 4. 24. Genotip, Tuz konsantrasyonu, Genotip x Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun

Prolin miktar1 iizerine varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F

Genotip 7 8,7 61,3 245,5%+*
Tuz konsantrasyonu 3 23,8 71,4 667,2%+
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 13,5 285,01 380,3*+*

**%: ortalamalar arasindaki fark p<0.005 seviyesinde 6nemli.

Artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak genotiplerin Prolin miktar1 artig
gostermistir. Tuz konsantrasyonunun artmasiyla hem P. microcarpa hem standart anaglarin
genotiplerinin Prolin miktarinda artis gozlenmistir. En yiiksek Prolin miktar1 (9.57 pMol g*
T.A) G2 genotipinde 150 mM NaCl konsantrasyonunda gézlenmistir. Benzer sekilde 150 mM
NaCl konsantrasyonunda G1 genotipinin Prolin miktarinda artig gbzlenmistir. G3 genotipinde

Prolin miktarinda 100 mM NaCl konsantrasyonundan sonra diisiis gozlenmistir (Sekil 4.20).

Tuzluluk stresi altinda Prolin miktarindaki artis sirasiyla en fazla %157.95, %57.60,
%35.29 ile G2, G1 genotipleri ile MaxMa 14 standart anacinda gozlenmis, en diisiik artis
sirastyla %9.36, %13.88, %19.88 ile G3, Pixy ve Garnem genotiplerinde gézlenmistir.
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Sekil 4.20. Tuzluluk stresi altinda Prolin miktarinda meydana gelen degisme.

Tuz stresi ile Prolin miktarinin artig1 hiicrenin osmotik dengesini saglamakta, sitosolik
pH’sin1 dengede tutmakta, karbon ve azot birikimini diizenlemektedir. Ayrica Protein
biitiinliiglinlin saglanmas1 ve enzim aktivitelerinin baslatilmasinda rol oynamaktadir (Yildiz
ve ark., 2010; Bayat ve ark., 2014). Tuza toleransh bitkilerin biiyiik bir gogunlugunun Prolin
seviyelerinin tuza duyarli tiirlere nazaran daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Ozmotik
olarak oldukga aktif olan Prolin membran kararliligina katkida bulunmakta ve NaCl’iin hiicre
membranlarina olan olumsuzetkisini azaltmaktadir (Mansour, 1998; Maggio ve ark., 2002;
Yildiz ve ark., 2010).

Tuzluluk, kuraklik ve sicaklik gibi abiyotik strese maruz kalan bitkilerde Prolin
miktarinin arttigi gesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir (Hanson ve Hitz., 1982;
Tipirdimaz ve Karakulluk¢u., 1993; Hare ve Cress., 1997; Mansour, 2000). Prolin hiicre
icerisinde stoplazma ve Vakuol arasinda hiicre i¢i osmatik dengenin saglanmasinda (Delunay
ve Verma, 1993) ve serbest radikallerin uzaklastirilmasinda rol oynar (Mani ve ark., 2002).
Ayrica Prolinin hiicre zarmin stabilitesini saglayarak hiicre igerisindeki enzimlerin tuzun
zararl etkisinden korudugu (Lone ve ark., 1987.), stresten sonra biiyliime, gelisme ve iyilesme
icin gerekli olan C ve N depolama islevini gordiigii bildirilmektedir. (Jain ve ark., 2001). Bitki
stres kosullarindan uzaklastirildiginda stress esnasinda biriken Prolinin oksitlenmesiyle ortaya
cikan ATP, stresin neden oldugu zararlanmayi azaltir (Hare ve Cress., 1997). Tuz stresi

altinda tim bitki dokularinda Prolin miktar1 armaktadir (Munns, 2005). Tuzlu ortamlarda
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yetisen halofit bitkilerde yiiksek miktarda Prolin gdzlenmistir (Kant ve ark., 2006). Eraslan ve
ark. (2007) GiselA 5 (Prunus cerasus x Prunus canescens) kiraz anacinda, Molassiotis ve
ark., (2006) MM-106 elma anacinda, Gines ve ark., (1996) biberde, Zhu ve ark., (2008)

hiyarda tuz uygulamasiyla birlikte Prolin miktarinin arttigini bildirmislerdir.

4.9. Tuzluluk Stresinin Hidrojen Peroksit (H,O,) Miktar1 iizerine EtKisi

Tuz stresinin denemede kullanilan bitki yapraklarindaki hidrojen peroksit miktarlari
iizerine olan varyans analizi gizelge 4.19 da verilmistir. Hidrojen peroksit miktar1 iizerine
Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi

onemli bulunmustur (Cizelge 4.25).

Cizelge 4. 25. Genotip, Tuz konsantrasyonu, Genotip X Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun

H,0; miktar iizerine varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F

Genotip 7 20341,2 1423884  2660,14"
Tuz konsantrasyonu 3 19078,76 57236,28  2495,05"
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21  1330,475 27939,97 173,997

**%*: ortalamalar arasindaki fark p<0.005 seviyesinde 6nemli.

Bu calismada genel olarak tuz konsantrasyonu arttikga Hidrojen Peroksit miktar1 da
artmigtir. En yiliksek Hidrojen Peroksit miktar1150 mM NaCl konsantrasyonunda elde
edilmigtir. Kontrol gurubu ile karsilastirildiginda H,O, miktarinda en az artis SL- 64 ve
Garnem anaglarinda kaydedilmistir. Kontrol gurubu ile karsilastirildiginda H,O, miktarinda
en fazla artis sirasiyla %140.2 ve %124.1 ile G1 ve G3 genotiplerinde gozlenmistir. Bunlari
sirastyla GiselA 5 (%121.6) ve Pixy (%111.9) takip etmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4. 21. Tuzluluk stresi altinda H,0, miktarinda meydana gelen degisme.

4.9. Ex vitro Kosullarda Tuzluluk Stresi Sonucu Antioksidant Enzim Aktivitelerinde

Meydana Gelen Degismeler

Tuzluluk stresi altindaki bitkilerin stresten etkilenme derecelerini inceleme
yontemlerinden birisi de stres kosullarinda ortaya c¢ikan antioksidant enzim aktivitelerinin
miktarini 6lgmektir. Bu nedenle tuz uygulamasimin Siiperoksit Dismutaz, Peroksidaz, Katalaz
ve Glutatyon Rediiktaz antioksidant enzim aktiviteleri tizerindeki etkilerini belirleyen analiz

sonuglariyla ilgili bulgular asagida verilmistir.

4.9.1. Tuzluluk stresinin siiperoksit dismutaz (SOD) iizerine etkisi

Ex vitro kosullarda SOD miktar1 iizerine Genotip ve Tuz konsantrasyonunun etkisi
onemsiz, Genotip X Tuz konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge
4.26).

Cizelge 4. 26. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun SOD miktari {izerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F

Genotip 7 1,766 0,252 0,89°°
Tuz konsantrasyonu 3 0,442 0,147 0,52
Genotip xTuz konsantrasyonu 21 11,398 0,543 1,9%*

OD,**: ortalamalar arasindaki fark sirasiyla 6nemli degil , P<0.05 seviyesinde dnemli.

71



Tuz konsantrasyonuyla biitiin genotiplerin SOD miktarinda bir artis olmus ancak
genotipler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. G2 ve G3genotiplerinde
tuz stresinin artmasiyla beraber SOD miktarinda diizenli bir artis olmus (Sekil 4.22). G1
genotipinde en yiiksek SOD miktar1 50 mM NaCl’da kaydedilmis daha yiiksek NaCl
konsantrasyonlarinda SOD miktarinda diisiis gézlenmistir. Standart anaclardan Pixy ve SL-64
anacinda 50 mM NaCl uygulamasindan sonra SOD miktarinda diistis gozlenirken GiselA 5 ve
MaxMa 14 anaglarinda SOD miktarinda diisiis 100mM NaCl’dan sonra baslamis. Garnem
¢esidinde NaCl’ da SOD miktarinda kontrole gore 100 ve 150 mM NaCl de artis olmustur
(Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Tuzluluk stresi altinda SOD miktarinda meydana gelen degisme.

G2 ve G3 genotiplerinde tuz stresi ile birlikte kontrole gére SOD miktar1 siirekli bir
artts gosterirken standart anaglarda genel olarak belli bir tuz seviyesinden sonra SOD
miktarinda diisiis gozlenmistir. Benzer sonuglar bu ¢alismada in vitro sartlarda da elde
edilmistir. In vitro calismada G2 ve G3 genotiplerinde NaCl konsantrasyonunun artisina bagl
olarak SOD miktarinda artis gézlenmistir.

SOD oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan reaktif oksijenlerden siiperoksit radikalinin
zararl etkisini ortadan kaldirmak igin siiperoksit radikalini Oksijen ve Hidrojen Peroksite
dondstiirir (Bowler ve ark., 1992). Stres kosullarinda SOD miktarinin strese tolerant
bitkilerde daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Emam ve ark., 2001). Molassiotis ve ark.,
(2006) tuz uygulamasiyla birlikte MM 106 elma anacinda, Ertiirk ve ark., (2007) GiselA5
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kiraz anacinda SOD miktarinda artis oldugunu bildirmislerdir. Gosset ve ark., (1994)
pamukta, Kusvuran ve ark., (2007) kavunda, Yasar ve ark., (2008) karpuzda tuz stresiyle
birlikte SOD miktarinda artis oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada da tuzluluk stresinin
siddetine baglh olarak biitiin genotiplerde 6zellikle G1, G2 ve Garnem genotiplerinde SOD

miktarinda diizenli bir artis oldugu gozlenmistir.

4.9.2. Tuzluluk stresinin katalaz (CAT) iizerine etkisi

Tuzluluk stresinin genotiplerin CAT aktiviteleri tlizerine etkisi Cizelge 4.27 de
verilmistir. CAT aktivitesi tizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz

konsantrasyonunu interaksiyonunun etkisi énemli bulunmustur (Cizelge 4.27).

Cizelge 4. 27. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun CAT miktar1 {izerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F

Genotip 7 1,801 0,257 32,4%%%
Tuz konsantrasyonu 3 0,774 0,258 32,5%+*
GenotipxTuz konsantrasyonu 21 2,847 0,136 17,08%**

*#%: ortalamalar arasindaki fark P<0.005 seviyesinde onemli.

Tuzluluk stresi ile birlikte biitiin genotiplerde belli bir seviyeye kadar CAT
aktivitesinde artis gézlenmistir. Ancak Pixy standart anacinda 50 ve 100 mM NaCl ortaminda
CAT aktivitesi miktarinda kontrole gore azalma gozlenmistir. En yiiksek CAT aktivitesi
miktar1 (3.126 Umg™ T.A) 150 mM NaCl varliginda G2 geotipinde gdzlenmistir. GiselA 5,
SL-64 ve MaxMa 14 standart anaglarinda 50 mM NaCl’dan sonra CAT aktivitesi miktarinda
diislis gézlenmistir. Standart anaglar ile karsilastirildiginda G2 ve G1 genotiplerinin tuz stresi
ile birlikte CAT aktivitesi miktarinda siirekli bir artis gozlenmistir. G3genotipinin CAT
aktivitesi miktar1 NaCl konsantrasyonunun artisiyla birlikte kontrole oranla diizenli bir artis

gostermistir. Fakat CAT aktivitesindeki bu artis istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir.

Katalaz aktivitasi bakimindan P. microcarpa genotipleri ile standart anaglar
karsilastirildiginda P. microcarpa genotiplerinde tuz stresi ile birlikte diizenli bir artisin
oldugu Pixy hari¢ standart anaglarda genellikle 50mM NaCl konsantrasyonundan sonra
katalaz miktarinda diistis oldugu go6zlenmistir. Biitin NaCl konsantrasyonlarinda Pixy

anacinda Katalaz aktivitesi kontrol gurubuna benzer veya diisiikk olmustur (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Tuzluluk stresi altinda CAT miktarinda meydana gelen degisme.

Katalaz enzimi, Peroksizomda oksidatif stres sonucu olusan ve hiicreye zarar veren
Hidrojen peroksit (H,O;) gibi reaktif oksijen tiirlerini suya ¢eviren 6nemli antioksidantlardan
birisidir (Fridovich, 1989). Yiiksek orandaki Katalaz aktivitesi hiicre icerisindeki H,O,
miktarin1  azaltmakta ve hiicre zarinin stabilitesini koruyarak CO, fiksasyonunu
dengelemektedir. Ciinkii Kelvin ¢emberinde ve Kkloroplastlarda bulunan bir ¢ok enzim
Hidrojen peroksit (H;0,)’den etkilenmektedir. Yiiksek orandaki H,O; miktart CO;
fiksasyonunu dogrudan azaltmaktadir (Yamazaki ve ark., 2003). Kusvuran (2010) kavunda
tuza dayanikli genotiplerde antioksidant enzim aktivitelerinin arttigini bildirmektedir. Ertiirk
ve ark. (2007) GiselA 5 (Prunus cerasus x Prunus canescens) kiraz anacinda tuz stresi ile
birlikte CAT miktarinda artis oldugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde Demiral ve Tiirkan
(2005) pringte, Yasar ve ark., (2008) karpuzda, Hayat ve ark. (2012) domates bitkisinde tuz

stresinin artmasiyla birlikte Katalaz miktarinda artis oldugunu bildirmislerdir.

4.9.3. Tuzluluk stresinin peroksidaz (POX) iizerine etkisi

Tuzluluk stresinin genotiplerin POX aktivitesi lizerine etkisi Cizelge 4.28 de
verilmistir. Genotip ve Tuz konsantrasyonu etkisinin POX aktivitesi tizerine etkisi dnemli
bulunmus, Genotip xTuz konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi ise istatistiki olarak 6nemli

bulunmamustir (Cizelge 4.28).

74



Cizelge 4. 28. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun POX miktar1 {izerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 15,826 2,2609 5,94***
Tuz konsantrasyonu 3 3,652 1,2172 3,2%**
Genotip xTuz konsantrasyonu 21 6,448 0,3071 0,80¢°r

OD,***: Ortalamalar arasindaki fark sirasiylaOnemli degil, P<0.005 seviyesinde énemli.

Tuzluluk stresi ile birlikte P. microcarpa genotiplerinin (G1, G2, G3) POX aktivitesi
kontrol gurubu ile karsilastirildiginda stirekli bir artis gostermistir. Ancak standart anaglarda
belirli bir NaCl konsantrasyonundan sonra POX aktivitesinde diisiise neden olmustur (Sekil
4.24). 150 mM NaCl’de en yiiksek POX miktar1 (2.0 Umg™" Taze Agirlik) MaxMa 14
anacinda ¢ikmasina ragmen kontrol ile karsilagtirildiginda en fazla artis (%840.31) G2
genotipinde gozlenmistir. Bunu sirasiyla %348.52, % 233.85 ve %85.48 ile G3, Garnem ve
MaxMa 14 izlemistir. Pixy anacinda 100 mM NaCl’e kadar POX aktivitesi miktar1 artmis
fakat daha yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda POX aktivitesinde hizli bir diisiis olmus ve 150
mM NaCl ortaminda 0.48 Umg™ T.A olarak 6l¢iilmiistiir. SL-64 anacinda 50 mM’den daha

yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda POX aktivitesinde azalma gozlenmistir.
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Sekil 4. 24. Tuzluluk stresi altinda POX miktarinda meydana gelen degisme.
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Bitkiler biyotik ve abiyotik stres kosullarinda kendilerini koruyacak ve zararlanma
oranini minumuma indirecek savunma mekanizmalarina basvururlar. Bu amagla ya daha 6nce
biinyesinde mevcut olan komponentleri aktif hale getirmek veya fenolikler gibi toksik
maddeleri veya oksidatif stres sonucu hizli bir sekilde ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerini
yavaglatma yoluna giderler. Peroksidaz enzimi yaygin olan bir kisim molekiil ve reaktif
oksijen tiirlerinde hidrejen peroksidi (H,O;) okside etmekte ayrica hiicre igerisinde lignin
sentezi, yaralarin iyilestirilmesi ve reaksiyonlarin korunmasi gibi bir ¢ok fizyolojik olayda
gorev almaktadir (Acosta ve ark., 2002). Bor ve ark., (2003) kirk giinliik sekerpancarinda 12
giin boyunca 150 ve 500 mM tuz uygulamasimmin POX aktivitesi miktarin1 arttirdigini
bildirmisler. Ayni sekilde Molassiotis ve ark., (2006) MM-106 elma anacinda, Ertiirk ve ark.,
(2007) GiselA 5 kiraz anacinda tuz stresi ile birlikte POX miktarinin arttigini bildirmislerdir.

4.9.4. Tuzluluk stresinin askorbat peroksidaz (APOX) iizerine etKisi

Askorbat Peroksidaz aktivitesi lizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz

konsantrasyonu interaksiyonunun etkisi onemli bulunmustur (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun APOX miktari {izerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F

Genotip 7 7,253 1,036 1,036%**
Tuz konsantrasyonu 3 1,181 0,394 0,394***
Genotip x Tuz konsantrasyonu 21 4,193 0,200 0,2%**

*** 1 Ortalamalar arasindaki farkP<0.005 seviyesinde dnemli.

Bitki kloroplastlarinda Hidrojen Peroksitin detoksifiye edilmesi igin Askorbat
Glutatyon dongiisiinde anahtar rolii iistlenen Askorbat Peroksidaz tuz stresi ile birlikte
MaxMa 14 standart anaci hari¢ diger biitiin genotiplerde belli bir seviyeye kadar artis
gostermistir. MaxMal4 standart anacinda tuz stresi ile birlikte Askorbat Peroksidaz
aktivitesinde kontrol gurubuna gore azalma olmustur. Pixy anaci ile G1 ve G3 genoiplerinde
100mM NaCl konsantrasyonundan sonra Askorbat Peroksidaz miktarinda  diisiis
gbzlenmistir. G2 genotipi ile SL-64 ve GiselA 5 standart anacinda tuz stresi ile birlikte siirekli
artan bir Askorbat Peroksidaz aktivitesi gézlenmistir. En yiiksek Askorbat Peroksidaz miktari
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(2.43 Umg™ T.A) 100 mM NaCl konsantrasyonunda G1 anacinda $lgiilmiistiir. Daha sonra
2.21 Umg™ T.A ile 100 mM NaCl konsantrasyonunda G3 genotipi ve 150 mM NaCl
konsantrasyonunda 2.07 Umg™ T.A ile G2 genotipinde 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 25. Tuzluluk stresi altinda APOX miktarinda meydana gelen degisme.

Askorbat Peroksidaz genellikle bitki hiicrelerinin sitosoliinde ve kloroplastlarinda
bulunan Hidrojen Peroksitin uzaklastirilmasinda goérev alir. Askorbat Peroksidaz ile
Monodehidroaskorbat Rediiktaz peroksizomlardaki metabolizma igin gerekli olan NAD+’in
NADH’dan oksidasyonunu ve peroksizomlardan sizabilecek olan H,O;’ nin inaktivasyonunda

rol alir (Uysal, 2012).

Askorbat peroksidaz miktari bitki biinyesindeki Askorbatin eksikliginde degiskenlik
gostermektedir. Yiiksek orandaki Askorbat miktar1 antoksidant sistemini ayarlamakta,
kloroplast ve diger hiicre igeriklerini ve oksidatif zararlanmaya kars1 korumaktadir (Asada,
1992). Tath patateste yapilan bir ¢elismada 450 mM NaCl uygulamasinin 24 ve 48 saatin
sonunda APOX miktarinda tuza tolerant gesitlerde hassas ¢esitlere gore APOX miktarinin
daha fazla arttig1 bildirilmistir (Lin ve Pu, 2010). Yasar ve ark., (2006) kavun bitkisinde
yaptiklar1 bir ¢calismada tuz stresi ile birlikte APOX aktivitesi miktarinda artis ve bu artigin
tuza tolerant cesitlerde hassas ¢esitlere gore fazla oldugunu bildirmislerdir. Ayrica tuz stresi
ile birlikte karpuzda (Yasar ve ark., 2008), kabakta (Zhu ve ark., 2004), piringte (Lee ve ark.,
2001) APOX miktarinin arttigi bildirilmistir. Bugday bitkisinin siirgiinlerinde APOX

miktarinin arttigt  kok kisminda ise azaldigi Hernandez ve ark., (2000) tarafindan
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bildirilmistir. Ayni sekilde marul bitkisinde tuz stresi ile birlikte APOX miktarinin arttigi
bildirilmistir (Eraslan ve ark., 2007).

4.9.5. Tuzluluk stresinin gulutatyon rediiktaz (GR) iizerine etKkisi

Okidatif stres sonucunda reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu zararlanmanin
azaltilmasinda serbest radikallerin detoksifikasyonunda rol alan enzimlerden birisi Glutatyon
Rediiktazdir. GR aktivitesi lizerine Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip x Tuz

konsantrasyonunu interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4. 30).

Cizelge 4. 30. Genotip, Tuz konsantrasyonu ve Genotip X Tuz konsantrasyonu

interaksiyonunun GR aktivitesi tizerine etkisinin varyans analizi.

Varyasyon Kaynagi SD KO KT F
Genotip 7 10,628 1,518 24,6%**
Tuz konsantrasyonu 3 0,128 0,043 0,69**
Genotip xtuz konsantrasyonu 21 5,12 0,244 3,9%**

** **%: Ortalamalar arasindaki fark sirastyla P<0.05, P<0.005 seviyesinde dnemli.

Glutatyon Peroksidaz araciligiyla hidrojen peroksitlerin indirgenmesi sonucu olusan
Okside glutatyonu (GSSG) hiicre igerisinde NADPH varliginda  Glutatyona (GSH)
katalizleyen ve hiicre igerisinde GSH/GSSG miktarin1 korumaya calismaktadir (Meister,
1988; Saydam ve ark., 1997). Tuz stresi altindaki en yiiksek GR miktar1 P. microcarpa
genotipleri ile standart anaclarda baktigimizda en yiiksek GR miktar1 (1.699 Umg™T.A) 50
mM NaCl ortaminda Pixy anacinda gézlenmistir. PiXy anacinin genel olarak GR aktivitesinin
diger biitiin ¢esitlerden yiiksek oldugu gozlenmistir. Ancak Pixy anacinda 50 mM NaCl ‘den
daha yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda GR aktivitesinde diisiis gozlenmistir. P. microcarpa
genotiplerinde tuz stresi ile birlikte GR aktivitesinde siirekli bir artis olmasina ragmen
standart anaglarda belli bir tuz seviyesinden sonra GR aktivitesinde diisiis gozlenmistir. G3 ve
G2 genotiplerinin GR aktiviteleri benzer bir seyir gostermistir. MaxMa 14, Garnem ve GiselA
5 anaglarinda GR aktivitesi 100 mM NaCl ortamindan sonra diisiis gostermistir. G1
genotipinin GR aktivitesi kontrol gurubuna gére 100 mM NaCl’dan sonra artmaya baglamig
ve 150 mM NaCl’de GR aktivitesi ¢ok yiiksek ¢cikmustir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Tuzluluk stresi altinda GR miktarinda meydana gelen degisme.

Okside glutatyonun indirgenmesinde rol alan Glutatyon Rediiktazin tuz stresi altinda
miktariin arttig1 diger arastiricilar tarafindan da bildirilmektedir (Gossett ve ark., 1996; Lin
ve Kao, 2000; Karanlik, 2001). Lechno ve ark., (1997 ) hiyarda yaptiklari bir ¢calismada tuz
uygulamasinin GR aktivitesini arttirdigini bildirmislerdir. Ertiirk ve ark., (2007) GiselA 5
kiraz anacinda, Azavedo ve ark., (2006) misirda, Wei ve ark., (2009) patlicanda GR
aktivitesinin tuz stresi ile birlikte artis gosterdigi, Gosset ve ark., (1994) pamukta, Hernandez
ve ark., (1995), Karanlik (2001) bezelyede ve bugdayda tuzlu kosullarda tuza dayanikli

bitkilerin hassas olanlara gore daha fazla GR aktivitesine sahip olduklarini bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tuzluluk tarim alanlarinda karsilasilan en 6nemli sorunlardan birisini olusturmaktadir.
Ozellikle kurak ve yar1 kurak bdlgelerde sicakligin yiiksek olmasindan dolay1 su evaporasyon
ile kaybolurken, evaporasyon sirasinda su ile birlikte tasinan tuz toprak yiizeyine yakin
kisimlara veya toprak yiizeyine tasinir. Toprak yiizeyinde biriken bu tuzlar 6zellikle tarim
yapilan arazilerin kalitesini diisiirmekte ve iiriin verimliligini azaltmaktadir. Ulkemiz

topraklarinda da tuzluluk tarimda 6nemli bir sorun teskil etmektedir.

Tuzlu topraklarin 1slah1 her zaman ekonomik ve pratik olmadigi igin, son yillarda tuza
dayanikli bitki tiir ve gesitlerinin yetistirilmesi daha cazip goriilmektedir. Tuzlu topraklara
dayanikli bitki tiirlerinin kullanilmasi ve ekonomik agidan bu alanlarin tiretime kazandirilmasi

biiyiikk 6nem arz etmektedir.

Sert ¢ekirdekli meyveler tuza hassas bitkiler olarak siniflandirilmaktadir (Greenways
ve munns., 1980). Sert cekirdekli meyve fidanlarinin iiretilmesinde uzun yillar tohumdan
cogaltilan ¢ogiir veya yozlar anag olarak kulanilmistir. Ancak kiiresel 1sinma, degisen iklim
sartlari ve ekolojik sartlara nispeten uygun olmadiklarindan ve heterozigot genetik
yapilarindan dolayr homojen anag iiretimini saglamamalarindan ve klonal ¢ogaltimlart zor
oldugundan bu anaglar tercih edilmemektedir. Bu sebepten dolay1 sert ¢ekirdekli meyve
yetistiriciliginde hastaliklara dayanikli, bodurluk saglayan, kurak ve tuzlu topraklara adapte
olabilen klonal anaglara talep artmistir. Clinkii meyvecilikte oncelik siirdiiriilebilir, kaliteli ve
yilksek verim elde etmektir. Ancak Giliniimiiz sartlarinda sert ¢ekirdekli meyve
yetistiriciliginde kullanilan anacglar bazi1 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmis olmalarina ragmen
istenmeyen olumsuz ozelliklere de sahiptirler ve bu nedenle istiin 6zelliklere sahip yeni

anaclara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada naglik potansiyelleri bakimindan 6ne ¢ikan ve Giineydogu Anadulu’dan
segilmis olan Prunus microcarpanm ¢ genotipinin  (Gl, G2, G3) tuzluluga
dayaniklilik/tolerans durumlar1 tuzluluga tolrans bakimindan Onemli olan bazi kriterler
g6zoniine alinarak bazi standart anaglarla (MaxMa 14, GiselA 5, Pixy, SL-64 ve Garnem) ex

vitro ve in vitro sartlarda karsilastirmali olarak arastirilmistir.

Arastirmada in vitroda uygulanan tuzluluk stresinin eksplant basina olusan siirgiin
sayisin1 biitin genotiplerde azalttigi ve genotiplerin tuzluluk stresine karsi gosterdikleri

tepkinin farklilik gosterdigi belirlenmistir. Tuz uygulamasindal50 mM NaCl igeren ortamda
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en az siirgiin G3 genotipive MaxMal4 standart anacinda goriilmistiir. Tuz stresi ile birlikte
sirglin sayisinda en fazla diisiis %87 ve %86 ile sirasiyla G2 ve MaxMa 14 te gozlenmistir.
Bunlar sirasiyla G3, G1 ve Garnem izlemistir. SL-64 anacinda kontrol gurubunda dahi
slirgiin sayis1 (¢ogalma) az oldugundan tuz igeren ortamda siirgiin sayisinda azalma yiizdesi
diistik ¢ikmustir (%61.2). Olusan siirgiinler kalitesiz ve kullanissiz olmustur. Tuz stresi altinda
slirgiin sayisindaki en diisiik azalma orani Pixy anacinda olmustur (%52). In vitroda tuz
uygulamasinin GiselA 5 ve MaxMa 14 kiraz anaci (Ertirk ve ark., 2007), GF-677 ve
Nemared seftali anaci, (Sotiropoulos ve ark., 2006a) ve OHF-333 armut anacinin

(Sotiropoulos ve ark., 2006b) siirgiin saysin1 azalttigi bildirilmistir.

Stirglin uzunlugu bakimindan degerlendirildiginde tuz konsantrasyonuna bagli olarak
biitiin genotiplerde ortalama siirglin uzunluklari olumsuz etkilenmistir. En diisiik siirgiin
uzunlugu degerleri 150 mM NaCl konsantrasyonda elde edilmistir. Kontrol gurubuna gore
150 mM NaCl igeren ortam iizerinde GiselA 5 %28.5, Pixy %33.3, G2 %43.3, Garnem
%43.6, G3 % 48.4 ve G1 de %54.8 MaxMa 14 te %63.8 SL-64 te %65.4 oraninda daha kisa
stirgiinler elde edilmistir. Tuzluluk stresinin siirgiin uzunlugu iizerine olumsuz etkisiyle ilgili
benzer sonuglar diger arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir. Tuzluluk stresine maruz
birakilan Colt (Arici ve Eraslan., 2012), GiselA 5 (Ertirk ve ark., 2007), CAB-6P
(Chatzissavvidis ve ark.,2008) kiraz, armut (Matsumotu ve ark., 2006), BA- 29 ayva anaci
(Sotiropoulos ve ark., 20067b) ve. MM-106 elma (Bahmani ve ark., 2012) anaglarinin

stirgtinleri daha kisa kalmustir.

Arastirmada kullanilan biitiin genotiplerin yesil aksamlar1 tuz stresinden etkilenmistir.
Yesil aksamda tuz stresi ile birlikte en fazla gorsel zararlanma sirasiyla G1, G3, Pixy ve G2’
de goézlenmistir. P. microcarpa genotiplerinin yesil aksaminda goriilen bu zararlanma P.
Microcarpanin stres kosullarinda yapraklarini dokerek stresten kagma yoluna bagvurdugundan
kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii normal sartlarda Prunus microcarpa yart kurak ve kurak
yerlerde yetisen ve erken dénemde yaprak doken bir bitkidir. Tuzluluk stresi altinda yesil
aksamda meydana gelen zararlanma Turhan ve Eris., (2007) tarafindan g¢ilek (Fragaria
xananassa cvs. Camarosa ve Chandler) cesitleri igin, Correia (2010) tarafindan geng

kegiboynuzu anaglari i¢in bildirilmistir.

Bitkilerin tuzluluk stresine kars1 gosterdikleri tepkilerden birisi de yapraktaki oransal

su igeriginin azalmasidir (Sivritepe, 2002). Bu ¢alismada kullanilan biitiin genotiplerde
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tuzluluk stresi ile birlikte yapraklardaki oransal su igerigi (RWC) azaldigi goriilmiistiir.
Yaprak oransal su igerigi bakimindan en fazla diisiis %53.37 ile G3 genotipinde olmustur. P.
microkarpa genotipinin diger genotiplere oranla biiylimeleri yavas olan ve bu nedenle birim
doku basina daha yiiksek tuz konsantrasyonuna maruz kalan P. microcarpa genotiplerinin
hizli biiyiiyen diger genotiplere gore daha fazla zararlanmis olmalar dikkat ¢cekmektedir.
Bolat ve ark., (2006) yapmis olduklari bir ¢alismada Marianna GF 8-1ve Myrobolan B
anacinda tuz stresi ile birlikte yapraktaki oransal su iceriginin azaldigi1 ancak Pixy anacinda
bu azalmanin istatisitksel olarak onemli olmadig1 bildirilmistir. Ayn1 sekilde tuz stresi ile
birlikte zeytin yapraklarinda RWC miktarinin azaldigi Chartzoulakis, (2005) tarafindan rapor
edilmistir. Yaprakta RWC miktarinin fazla olmasi dokular1 toksik etkilere karsi koruma

saglamaktadir (Kozlowski, 2002).

Klorofil a ve Klorofil b miktarlar1 hem in vitro hem ex vitro kosullarda tuz
konsantrasyonunun artmasina bagl olarak azalmistir. Hem in vitro hem de ex viro kosullarda
tuz stresi ile birlikte klorofil a miktarinda en fazla diistis sirasiyla G1 ve G3 genotiplerinde
olmustur. Klorofil b miktar1 bakimindan en fazla diisiis MaxMa 14, GiselA 5 ve Gl
genotipilerinde gozlenmistir. EX vitro kosullarda 50 mM” lik NaCl konsantrasyonunda Glve
G2 genotiplerinin klorofil a miktar1 kontrol gurubuna oranla artmistir. GiselA 5, Colt ve
CAB- 6P kiraz anaglarinda (Ertiirk ve ark., 2007; Arict ve Eraslan., 2012; Chatzissavvidis, ve
ark., 2008). Marianna GF 8-1, Myrobolan B erik anaglarinda (Bolat ve ark., 2006), bademde
(Ranjbarfordoei ve ark., 2006) tuz stresi ile birlikte klorofil miktarlarinin distiigii rapor

edilmistir.

Tuzluluk stresi ile birlikte Lipid Peroksidasyonundaki degisiklikler hiicre zarlarinda
meydana gelen zararin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Tuz konsantrasyonunun
artmasiyla Lipid Peroksidasyonu da degisme gostermistir. G1 genopipi ile Garnem anacinda
in vitro kosullarda tuzluluk stresi altindaMDA miktar1 diisiis gosterirken ex vitro kosullarda
tuzluluk stresi altinda MDA miktar1 diizenli bir artis gostermistir. G2 genotipi, Pixy,
MaxMal4, SL-64 ve GiselA 5 anaglarinda in vitro kosullarda 100 mM NacCl
konsantrasyonundan sonra MDA miktarlarinda diisiis olmustur. Ancak ex vitro kosullarda
MaxMal4 ve GiselA 5 anacinda tuz stresi ile birlikte MDA miktarinda siirekli bir artis
olmustur. G3 genotipinde ise hem in vitro hem ex vitro kusullarda MDA miktarinda diizenli
bir artis soz konusu olmustur. Tuzluluk stresi ile birlikte GiselA 5 kiraz anacinda MDA

miktarmin artti1 Ertiirk ve ark., (2007) tarafindan rapor edilmistir.
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Bu calisma kapsaminda yapilan in vitro ve ex vitro denemelerden elde edilen Prolin
miktarlarindaki degisme miktarlart benzer bulunmustur. Biitiin genotiplerin tuzluluk stresi ile
birlikte Prolin miktarinda artis oldugu gézlenmistir. Hem in vitro hem ex vitroda tuzluluk
stresi altinda Prolin miktarinda en fazla artis G2 [in vitro (%276.63) ex vitro (% 157.95)] ve
G1 [in vitro (%319.29, ex vitro (%57.60)] genotiplerinde gozlenmistir.G3 genotipinde hem in
vitro hem ex vitroda tuzluluk stresi altinda Prolin miktar1 artmis fakat bu artis G1 ve G2’i
genotiplerinkinden daha az olmustur. Prolin miktar verileri incelendiginde in vitro kosullarda
tuzluluk stresi altinda Prolin miktarindaki artis eX vitro kosullarda tuzluluk stresi altindaki
bitkilerinkinden fazla ¢ikmustir.GiselA 5 anacinda in vitro kosullarda tuz stresi ile birlikte 150
mM NaCl konsantrasyonunda kontrol gurubuna goére %216,30 luk bir artig olur iken, ex vitro
kosullarda bu artis ancak %26.64 olmustur. Her iki uygulamda da tuzluluk stresi ile birlikte
Prolin miktarinda en az artis PiXy anacinda g6zlenmistir [in vitro (%16.38, ex vitro (%13.88)].
Ancak Ertiirk ve ark.(2007) GiselA 5 kiraz anaci iizerine yaptiklari bir ¢alismada 50, 100 ve
150 mM lik tuz uygulamasmin sonucunda tuza tepki olarak Prolin birikiminin olmadigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada iseGiselA 5 anacindaProlin miktarinda artis olmustur ancak bu
artisP. microcarpagenotiplerinin Prolin miktarlarindaki artis kadar olmamustir. Khedr ve ark.
(2003)Prolinin tuz stresine cevap veren proteinleri tesfik ettigi ve bitkilerin tuza adaptasyon

saglamasinda rol aldigini bildirmislerdir.

Tuz stresine dayanikli bitkilerde Prolin miktar1 genellikle tuz stresine hassas olan
bitkilerinkinden daha yiiksek bulunmaktadir (Cushman ve ark., 1990;Ashraf ve foolad.,
2007). Tuz stresine hassas ve tuz stresine dayanikli hiyar ¢esitlerinde yapilan ¢alismada tuza
dayanikli bitkilerde Prolin miktar1 daha fazla ¢ikmistir (Zhu ve ark., 2008). Benzer sonuglar
tuza tolerant IR 28 ve tuza hassas Pokkari pirin¢g ¢esidinde ve tuza hassas CSF 18 ve tuza
tolerant CSF 20 sorgum gesitlerinde de bildirilmistir (de Lacerda ve ark., 2003; de Lacerda ve
ark., 2005; Demiral ve Tiirkan, 2005). Tuza tolerant bitkilerin tuz stresi kosullarinda Prolinin
diginda iyon homeastasiSi, hormonal sistem ve antioksidantlar gibi bagka savunma
mekanizmalari sayesinde zararlanmayi azalttiklari bildirilmistir (Z6rb ve ark., 2005; Neto ve
ark., 2006; Zhang ve ark.,2006).

Bitkiler iizerinde normal kosullarda yapilan g¢alismalarda firetilen reaktif oksijen
tiirlerinin diisiik konsantrasyonlarinin belirlendigi (Polle, 2001) ancak tuz, kuraklik ve sicaklik
gibi birgok ¢evresel stres kosullarinda reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin tesfik  edildigi

bildirilmistir (Yildiz ve ark., 2010). Stres sonucu olusan reaktif oksijen tiirleri bitkilerde

83



metabolik dengeyi bozmakta, proteinler, lipidler ve niikleikasitlere zarar vermektedir (Davies,
1987; Fridovich, 1989).

Bu c¢alisma kapsaminda reaktif oOksijen tiirlerinden Hidrojen Peroksit miktar
incelenmistir. Hem in vitro hem ex vitro kosullarda tuzluluk stresi altinda biitiin genotiplerin
yapraklarinda Hidrojen Peroksit miktarinda artis olmustur. Ancak H,O, miktarindaki artig ex
vitro kosullarda in vitroya goredaha fazla olmustur. Her iki uygulamada da Hidrojen Peroksit
miktarinda en fazla artis G3, G1 ve GiselA 5 genotiplerinde gozlenmistir. Tuzluluk stresi
altinda birlikte Hidrojen Peroksit miktarindaki artis, piring (Fadzilla ve ark, 1997) vedut
(Harinasut ve ark, 2003) i¢inde bildirilmistir.

Bitkiler stres altinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerini hafifletmek veya
ortadan kaldirmak ic¢in bir takim antioksidatif savunma mekanizmalarin1 gelistirmislerdir.
Antioksidatif savunma sistemleri igerisinde SOD,POX, CAT, APOX ve GR gibi antioksidatif
enzimler stres altinda bitkilerde olusan reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkisini ortadan

kaldirmada gorev alirlar (Noctor ve Foyer, 1998).

Antioksidant savunma sisteminde SOD enzimi stres faktorlerinde olusan reaktif
oksijen tiirlerinin toksik etkisine karsi ilk tepkiyi veren enzimdir(Gill ve Tuteja., 2010) SOD
enzimi O, siiper oksiti H,O, ve O, ye doniistiiriir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan tuz
uygulamasininP. micrcarpagenotipleri ile standart sert gekirdekli meyve anaglarinda SOD
miktarin1 hem in vitro hem ex vitro kosullarda degistirdigi gozlenmistir. SOD aktivitesi tuz
stresi ile birlikte en fazla G2 ve G3 genotiplerinde artmistir. Sert ¢ekirdekli meyve tiirleri igin
kullanilan standartanaglarda ozellikle 100 mM NaCl konsantrasyonundan sonra SOD
miktarinda diistis gozlenmistir. Hem in vitro hem ex vitro kosullarda MaxMa 14 anacinda
kontrol gurubu ile kiyaslandiginda tuz stresi ile birlikte SOD miktarinda diisiis gézlenmistir.
SOD miktarlarindaki artis G2 ve G3genotiplerinden sonra en fazla Pixy ve Garnem
genotiplerinde gozlenmistir.

Tuz uygulamasiyla birlikte SOD mikarindaki artis bir¢cok arastirict tarafindan
bildirilmistir(Liang, 1999; Hernandez ve ark., 1999; Parida ve ark., 2004).Ancak Lechno ve
arkadaslar1 (1997) tuz uygulamasimin kabak bitkisinde CAT ve GR miktarin1 artirmasina
ragmen SOD aktivitesini etkilemedigini bildirmislerdir. GiselA 5 anaci iizerine yapilan bir

caligmada tuz stresi ile birlikte SOD miktarinin arttig1 bildirilmistir (Ertiirk ve ark, 2007).
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Ayni sekilde dutta tuzluluk stresi ile birlikte SOD miktarinda artis gozlenmistir (Harinasut ve
ark., 2003).

Antioksidant bir enzim olanKatalaz (CAT) SOD enzimi tarafindan pargalanan Oy
radikalleri sonucu ortaya ¢ikan Hidrojen Peroksitin (H2O;)suya ve molekiiler oksijene
doniismesinde rol almaktadir(Dionisio-see ve Tobita, 1998; Kusvuran, 2010). Tuzluluk
stresine tabi tutulan kavun bitkisinde tuza tolerans bitkilerde CAT birikiminin daha fazla
oldugu ve tuzluluga tolerensin belirlenmesinde bir parametre olabilecegi bildirilmistir
(Demiral ve Tiirkan, 2005).

Bu ¢alisma kapsaminda incelenenantioksidant enzim parametrelerinden biri olan CAT
aktivitesi (miktar1) tuzluluk stresi ile biitiin genotiplerde degisme gdstermistir.G2, G1 ve
Garnem genotiplerinde hem in vitro hem ex vitro kosullarda tuzluluk stresi ile birlikte
bitkilerde biriken CAT miktar1 kontrol gurubu bitkilere gére daha yiiksek ¢ikmistir. Pixy
anacinda in vitro kosullarda tuzluluk stresi ile birlikte azalan CAT miktar1 eX vitro kosullarda
yiiksek ¢ikmigtir. Tuzluluk stresi ile birlikte in vitro kosullarada bazi genotiplerde 100mM
NaCl konsantrasyonundan sonra CAT miktarinda azalma gézlenirken ex vitro kosullarda bu
azalma 50 mM NaCl konsantrasyonundan sonra gozlenmistir.MaxMa 14 anacinda in vitro
kosullarda 50 mM NaCl konsantrasyonunda artan CAT enzim miktar1 100mM dan sonra
azalmaya baglamistir.Daha Once yapilan bir ¢alismada CAT enzim miktarininGiselA 5 kiraz
anacinda tuz stresi ile birlikte artis gosterdigi bidirilmistir(Ertiirk ve ark., 2007). Ancak
pamuk(Gossypium hirsutum) bitkisinde, piring bitkisinin yapraklarinda, C. maritima
fidelerinde tuzluluk stresinin artis1 ile birlikte CAT miktarinda azalma oldugu
bildirilmistir(Gosset ve ark., 1994; Lee ve ark., 2001;Amor ve ark., 2007).

Peroksidaz hem koklerde, hem yapraklarda bulunanantioksidant savunma sisteminde
gorev alan bir enzimdir. Bitki kloroplastlarinda Hidrojen Peroksiti uzaklagtiran
(pargalayan)baslica enzimlerden birisidir (Asada ve Takahashi, 1987).Tuza toleransli bitki
tirlerinde POX aktivitesindeki artigin tuzstresinin neden oldugu oksidatif hasara kars1 koruma
sagladig1 gozlenmistir (Scalet, 1995).

Bu calismada Peroksidaz aktivitesi bakimindan genotipler arasinda farkliliklar
bulunmustur. Ozellikle G2 ve G1 genotiplerinde hem in vitro hem ex vitro kosullarda tuzluluk
stresi ile birlikte Peroksidaz miktarinda artis gézlenmistir. SL 64 anacinda Peroksidaz
miktarinda hem in vitro hem ex vitro kosullarda 50 mM NaCl konsantrasyonundan sonra
azalma baslamistir. GiselA 5 anacinin Peroksidaz miktar1 in vitro kosularda tuz stresi ile

birlikte siirekli artarken ex vitro kosullarda 100 mM NaCl konsantrasyonundan sonra
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azalmaya baslamistir. PiXy anacinin Peroksidaz miktarinda hem in vitro hem ex vitro
kosullarda 100 mM NaCl konsantrasyonundan sonra azalmalar kaydedilmistir. Ertiirk ve ark
(2007) tuz stresi ile birlikte GiselA 5 kiraz anacinda POX miktarinin arttigini bildirmislerdir.

Askorbat peroksidaz yiiksek bitkiler ve bir ¢ok organizmada reaktif oksijen tiirlerine
kars1 gergeklestirilen savunmada 6nemli rol alan antioksidatif enzimlerden birisidir (Biiyiik ve
ark., 2012) Bitki hiicrelerinin ¢ogunlukla sitosoliinde ve kloroplastlarinda bulunan stres
sonucu olusan hidrojen peroksiti suya indirger.

Bu c¢alismada kullanilan genotiplerin hepsinde tuz stresi ile birlikte APOX miktari
onemli diizeyde etkilenmistir. MaxMa 14 genotipi hari¢ biitiin genotiplerde 100 mM NaCl
konsantrasyonuna kadar APOX miktarlarinda bir artis s6z konusu olmustur. Yiiz (100) mM
NaCl konsantrasonundan sonra G2, Garnem, SL-64 ve GiselA 5 genotipinde
APOXmiktarindaki artis 150 mM NaCl ortaminda yiikselmeye devam etmistir. Ancak G3, G1
ve Pixy genotiplerinde 100 mM NaCl ortamindan sonra APOX miktarlarinda azalma
gozlenmistir. MaxMa 14 anacinda ise tuz stresi ile birlikte APOXmiktarinda stirekli bir
azalma olmustur. Daha Once yapilan benzer calismalarda tuz stresi ile birlikte APOX
miktarinda artis oldugu bildirilmistir. Dut ve GiselA 5 kiraz anacinda 50, 100 ve 150 mM tuz
uygulamasinin yapraklardaki APOX miktarini arttirdigini bildirilmistir (Harinasut ve ark.,
2003; Ertiirk ve ark 2007).Yasar ve ark (2006)kavunda yaptiklar1 bir ¢aligmada tuz stresi ile
birlikte APOXmiktarinda artis oldugu ve APOX miktarindaki artigin tuza dayanikli gesitlerde
tuza hassas olan ¢esitlerden daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada G2 genotipinde
tuzluluk stresi ile birlikte APOX miktarisiirekli bir artis gostermistir.

Tuzluluk stresine karsi savunma mekanizmasinda rol alan antioksidatif enzimlerden
birisi de Glutatyon Rediiktazdir. Stres kosullarinda Okside Glutatyonu,Glutatyon Rediiktaz
tarafindan Glutatyona indirgenir. Glutatyon antioksidantt bir¢ok reaktif oksijen tiiriini
azaltmaktadir. Stres kosullarinda  Glutatyon rediiktaz miktarinda artis oldugu birgok
arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Creissen ve ark., 1994 ; Parida ve ark., 2004).

Tuzluluk stresi altindaki Glutatyon Rediiktaz miktarindabu calismada kullanilan
genotiplerin hepsindekontrol gurubuna gore artislar olmustur. Hem in vitro hem ex vitro
kosullarda Glutayon Rediiktaz miktarinda 6zellikle 100 mM NaClkonsantrasyonundan sonra
azalmalar olmustur. Ancak G1 ve G3 genotiplerinde hem in vitro hem ex vitro kosullarda
daha yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda bile GR miktar1 artmistir. GR miktar1 G2genotipinde
invitro kosullarda 100 mM NaCl konsantrasyonundan sonra azalirken ex vitro kosullarda artis
gostermistir. Lechno ve ark. (1997)tuz stresinin kabak bitkisinde GR aktivitesini arttirdigini
bildirmislerdir. Esfandiari ve ark. (2007) Alvand ve Sardary bugday ¢esidinde tuz uygulamasi

86



sonucu Sardary bugday ¢esidinde 50 mM NaCl uygulamasindakontrol gururubuna gore artis
gostermis, daha yiliksek NaCl konsantrasyonlarda(100, 150 ve GR miktarinda azalmalar
bildirilmistir. Alvandgesidinde ise artan NaCl konsantrasyonu ile birlikte (50, 100, 150 ve 200
MM) GR miktarinda azalma oldugu rapor edilmistir.

Sonuglar toplu olarak incelendiginde hem in vitro hem ex vitro kosullarda uygulanan
tuzluluk stresi,P. microcarpa genotipleri ve giniimiizde ¢ok kullanilan baz1 sert
cekirdeklimeyve anaglarinda ciddi hasarlar meydana getirmistir. Ancak genotipler arasindaki
gelisme farkliliklar1 genotiplerin tuzdan zararlanma oranlarin1 da etkilemistir. Ozellikle
calims1 formda olan Prunus microcarpa genotiplerinin (G1, G2, G3) gelismeleri diger
standart anaglardan yavas olmaktadir. Bu yiizden bu genotiplerde birim doku alanina diisen
tuz miktar1 fazlaoldugundan yesil aksamda gorsel zararlanmanin daha siddetli oldugu
kanaatine varilmistir. Bir diger nedenPrunus microcarpa genotiplerininstres kosullarinda
yapraklarin1 dokerek stresten kagma mekanizmasina bagvurmalari olabilir. Basta antioksidant
enzim (SOD, CAT, POX, APOX ve GR) aktiviteleri olmak iizere incelenen biitiin
parametreler dikkate alindiginda tuzluluk stresine tolerans bakimindan sirasiyla P.
microcarpa, Pixy, MaxMa 14, Garnem genotiplerinin 6ne ¢iktig1 goriilmektedir.Caligma
kapsaminda kullanilan P. microcarpagenotiplerinin ¢alisma kapsaminda kullanilan standart
anaglara gore tuzluluk stresine daha toleransli veya en az bu anaglar kadar tuzluluk stresine
toleransli olduklar1 sonucuna varilmistir.Ozellikle G2 genotipinindiger genotipler ile

kiyaslandiginda tuz stresine daha toleransli oldugunusdylemek miimkiindiir.
Sonug olarak bu ¢alisma kapsaminda kullanilan ve tilkemiz orijinli olan P. microcarpa

genotipleri kismen tuzlu topraklarda veya sulama suyunun kismen tuzlu oldugu yerlerde en az

diger standart anaclar kadar rahat bir sekilde kullanilabilir.
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