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PAMUK (Gossypium hirsutum L.) KALLUSLARINDA TUZ
STRESINE KARSI BAZI MORFOLOJIK, FIZYOLOJIK VE
BIiYOKIMYASAL PARAMETRELERIN ARASTIRILMASI

SACU, Melis
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Tez Danigmani: Prof. Dr. Aynur GUREL
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Lale Yildiz AKTAS
Kasim, 2019, 147 s.

En Onemli abiyotik stres faktorlerinden biri olarak bilinen tuz
stresinin, pamuk iiretim alanlarinda verimi kisitladigi bilinmektedir. Bu
calismada, in vitro kosullarda tuza dayanikli (Carmen) ve duyarli (NM-503)
oldugu bilinen iki farkli pamuk c¢esidine ait tohumlardan elde edilen
kalluslara farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulamasi yapilarak tuz stresinin
olusturulmasi ve bu stresin kalluslar iizerinde meydana getirdigi morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal etkilerin incelenilmesi hedeflenmistir. Carmen
ve NM-503 ¢esitlerine ait tohumlar, yiizey sterilizasyondan sonra in vitro’da
yar1 kat1 besin ortamlarinda (1/2 MS) kiiltiire alinarak ¢imlendirilmislerdir.
Cimlenen 7 giinliik steril fidelerin hipokotil eksplantlarindan olusturulan
kalluslar altkiiltiirlerle ¢ogaltilarak belirlenen tuz konsantrasyonuna sahip
besin ortamlarinda 4 hafta biiylimeye birakildiktan sonra fizyolojik,
morfolojik ve biyokimyasal parametreleri incelenmis ve tuza tolerans
durumlar degerlendirilmistir.

Morfolojik ve fizyolojik olarak, yas agirhik, kuru agirlik, kallus
rengi, kallus yapisi, kallus olusum yiizdesi incelenen kalluslarda 400 mM
tuz uygulanan konsantrasyonda iki ¢esidin de biiylimesinin durdugu
gozlemlenmistir. Morfolojik ve fizyolojik gozlemlere gore duyarli oldugu
bilinen NM-503 ¢esidinin in vitro’da bitki doku kiiltiirlerine yanitlarinin
daha uygun oldugu goriilmiistiir. Cesitlerin artan tuz konsantrasyonunda
klorofil miktarlarinin  degismedigi, karotenoid miktarlarinin azaldigt
goriilmistiir. Fotosentetik aktivitelerin artan tuz konsantrasyonu varliginda

pamuk bitkisinde iki c¢esit icin de ayirt edici bir Ozellik olmadig:
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goriilmiistiir. Dayaniklt oldugu bilinen Carmen ¢esidinde artan tuz
konsantrasyonu varliginda prolin miktarinin artip duyarli oldugu bilinen
NM-503 c¢esidinde ise azalmasi pamuk bitkisinin ozmotik regiilasyonlarla
tuz stresini tolere ettigini agiklamaktadir. DPPH analizleri sonucu artan tuz
konsantrasyonundan iki ¢esidin de % inhibisyonlarinin azaldig
goriilmektedir.

Carmen ¢esidinin  prolin miktar1 200 ve 400 mM NaCl
uygulamasinda 2.65 ve 3.10 pmol™ g goriilitken NM-503 ¢esidinde aym
dozlardaki prolin miktar1 0.22 ve 0.21 pmol® g goriilmiistiir. Antioksidan
enzimlerde Carmen g¢egidinin POX miktar1 200 ve 400 mM NaCl uygulanan
dozlarda sirast ile 15.6 ve 18.4 iinite mg-1 protein olarak en yiiksek degerleri
gostermistir. SOD enzimi aktivitesinin Carmen ¢esidinde yliksek gorildigi
dozlarda hidrojen peroksit miktar1 diisiik goriilmistir. NM-503 ¢esidindeki
hidrojen peroksit miktarinin, ayn1 NaCl konsantrasyon uygulamasinda daha yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi Carmen ¢esidinde POX ve APX
enzimlerinin yiiksek aktivite gostererek hidrojen peroksidin zararli etkisini
azaltmasina bagl oldugunu gostermektedir.

NM-503 ¢esidi in vitro seleksiyon c¢alismalari igin morfolojik ve
fizyolojik olarak uygun olmasina ragmen, Carmen ¢esidinin 200 mM tuz
konsantrasyonuna kadar ozmotik regiilasyon ve antioksidan enzim
aktiviteleri ile tuzu tolere ettigi belirlenmistir.

Anahter kelimeler: Pamuk, Gossypium hirsutum L., kallus, in vitro,
NaCl, Prolin, Klorofil a, Klorofil b, Total klorofil, ¢oziilebilir protein, tuz

stresi, antioksidatif enzimler, peroksidaz, askorbat peroksidaz, DPPH
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Salt stress, one of the most important abiotic stress factors, is
accepted to limit yield in cotton production areas. In this study to obtain salt
stress by applying different concentrations of NaCl on the calli obtained
from the seeds of two different cotton cultivars, Carmen and NM-503
known as salt-resistant and salt-sensitive respectively, in vitro conditions
and to analyze of the morphological, physiological and also biochemical
effects investigation caused by the salt stress on the calli are the main points

targeted.

The seeds of Carmen and NM-503 varieties were cultured in semi-
solid nutrient media (1/2 MS) for in vitro germination after surface
sterilization provided by sulfuric acid and commercial sodium hypochlorite.
The callus, formed from hypocotyl explants of sterile seedlings after 7 days
of germination, mass-propagated by subculturing and transfered into the
medium with determined salt concentration for 4 weeks. After 4 weeks, the
morphological and biochemical parameters of the cultures are investigated

and the state of salt tolerance of the callus are evaluated.

Among the callus, which are analyzed by morphological and
physiological properties such as wet weight, dry weight, callus color, callus
structure and callus formation percentage, it is observed the growth of both
cultivars stopped at 400 mM salt applied concentration. According to
morphological and physiological observations, NM-503 species, known as
salt-sensitive, are found to be more suitable for plant tissue cultures in vitro.
It is observed that chlorophyll amounts did not change and carotenoid
amounts decreased in increasing salt concentration of cultivars. In the

presence of increased salt concentration, photosynthetic activities are not a



distinctive feature for both cultivars of cotton plant and do not have a
mechanism affected by salt stress. Increasing of the amount of proline in the
cultivar Carmen, which is known to be resistant, and decreasing in the
cultivar NM-503, which is known to be sensitive, in the presence of
increased salt concentration, explains that cotton plant tolerates salt stress by

osmotic regulation.

DPPH analysis showed that % inhibition of antioxidative enzymes of

both cultivars decreased with increasing salt concentration.

While the proline content of Carmen cultivar was 2.65 and 3.10
umol-1 g in 200 and 400 mM NaCl application, the same doses of NaCl in
NM-503 were 0.22 and 0.21 umol-1 g. It was observed that the amount of
hydrogen peroxide in NM-503 variety was higher in the same NaCl
concentration application. These results show that by increasing the activity
of POX and APX enzymes in Carmen cultivar, hydrogen peroxide reduces

harmful effects.

Although NM-503 was morphologically and physiologically suitable
for in vitro selection studies, Carmen was determined to tolerate salt with
osmotic regulation and antioxidant enzyme activities up to 200 mM salt

concentration.

Keywords: Cotton, Gossypium hirsutum L., callus, in vitro, NaCl,
proline, chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, total carotenoid,
soluble protein, salt stress, antioxidative enzymes, peroxidase, ascorbate

peroxidase, DPPH.



Xi
ONSOZ

Stirdiiriilebilir tarim i¢in tuz stresine karsi tolerant ya da dayanikli
bitkileri elde etme agisindan 6nem tasiyan bu tez ¢aligmasi kapsaminda, in
vitro seleksiyon calismalarinda kullanilabilecek seleksiyon kriterlerinin
belirlenmesi amaglanmitir. Arastirmada in vitro kosullarda tuza dayanikli
(Carmen) ve duyarli (NM-503) oldugu bilinen iki farkli pamuk ¢esidine ait
tohumlardan elde edilen fidelerin hipokotil kokenli kalluslarina farkli
konsantrasyonlarda NaCl uygulamasi ile tuz stresinin olusturulmasi ve
olusan bu stresin kalluslar tizerinde meydana getirecegi morfolojik,

fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Denemeler sonucunda elde edilen olan bulgularin, tuz stresine karsi
in vitro seleksiyon c¢alismalari agisindan segici karakteristik 6zelliklerin

belirlenmesinde yol gdsterici olmas1 amaglanmistir.

Bu tez calismast Ege Universitesi Idari ve Mali Isler Daire
Bagkanligi, Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan FYL-
2018-20040 no’lu proje ile desteklenmistir.
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1. GIRIS

Malvaceae (ebegiimeciler) ailesinden, Malvales takiminin bir tiyesi olan pamuk bitkisi
Gossypium  sinifina  aittir  ve  18.ylizyilm  ortalarinda Linneaus tarafindan
isimlendirilmistir. Upland pamuk, Amerikan pamugu ya da Meksika pamugu olarak
yaygin ¢esitleriyle bilinir. Pamuga verilen “cotton” kelimesi Arapga “quotn” kelimesi
kokenlidir ve tohum kabuklar1 etrafinda egrilebilir (biikiilebilir) lif (pamuk tiftigi) lireten
anlamina gelmektedir (Akyol, 2015).

Diinyada, kuzey yar kiire icinde 37° N ve Asya Ukrayna’da 47° N ile Giiney yari
kiirede 35° S enlem dereceleri arasinda “Pamuk Kusagi” (Cotton Belt) denen aralikta
yetismektedir (Giirel ve ark, 2012). “Pamuk” G. hirsutum L., G. barbadense L., G.
arboreum L., G. herbaceum L. olmak iizere toplamda 4 tiirii kapsamaktadir.
Giiniimiizde en fazla kullanilan tiir olan G. hirsutum, diinya pamuk iretiminin
%90’ 1ndan fazlasini olugturmaktadir (Akyol, 2015).

Pamuk bitkisi, 6nemli kullanim alanlariyla ve istihdam olanaklariyla yetistiriciliginin
yapildigi iilkelerde biiylik ekonomik dneme sahiptir (Abdellatef and Khalafallah, 2008).
Pamuk diinyada yetistirilen lif bitkileri ekim alanlarinin  yaklasik  %90’1n1
kapsamaktadir. Endiistri bitkileri arasinda en ¢ok ekim alanina ve tliretim 6nemine sahip
olan ve ihracatta 6nemli bir yer edinen pamuk bitkisi diger kiiltiir bitkilerine gore daha
fazla girdi kullanimina ihtiya¢ duymaktadir (Ding, 2017). Pamuk (Gossypium hirsutum
L.) bitkisi yapisindaki lifleri nedeni ile ideal bir tekstil {irtiniidiir. Lif iiretiminin yani
sira, tohumlart ile yiiksek oranda yag ve protein iceren kiispesi de onemli bir yem

kaynag1 olarak degerlendirilmektedir.

Ayrica tohumlar iizerinde bulunan havlar; seliilloza gereksinim duyan sicim, lamba-
mum fitili, hali ipligi, tibbi pamuk, fotograf filmi, plastik, rayon (suni ipek) ve barut
yapimi gibi ¢ok sayida endiistri kolunda da kullanilmaktadir  (Abdellatef and
Khalafallah, 2008). Petrole segenek olarak tohumundan elde edilen yagi biyodizel
tiretiminde ana madde olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle pamuk bitkisi, tarim
iriinleri arasinda yiiksek sosyal ve ekonomik Oneme sahip, tarim sanayi
biitiinlesmesinde 6nemli rol oynayan bir endiistri bitkisidir. Ayrica artan niifusun
ithtiyaglarinin karsilanmasi adina pamuk bitkisi yetistiriciligi 6nemli hale gelmistir

(Ding, 2017).



Diinya pamuk {iiretimininin tamami, pamugun (G. hirsutum, G. barbadense, G.
herbecaum, ve G. arboretum) tiirlerinden elde edilmektedir. Verim degeri ortalamaya
gore yliksek olan G. hirsutum tiirii, diinyada yetistiriciligi yapilan pamuklarin toplamda
yaklasik % 95’ini olusturmaktadir. Bu ylizden iilkemizde yetistiriciligi yapilan pamuk

gesitlerinin tamami Gossypium hirsutum L. tiiriine aittir (Koken, 2017).

Yetistiricilik yapilan bolgelerde pamuk iiretim tekniklerinin ve ekolojik sartlarin
farkliligi, birbirleri ile ayni olmayan genetik c¢esitlilige sahip pamuk tiirlerinin
iiretilmesine sebep olmustur. Giiniimiizde pamuk iiretiminde verim ve kalitenin
arttirllmasi1 temel amactir. Bu amagclar dogrultusunda yapilan c¢aligmalar; genellikle
yetistiricilik sirasinda maliyetlerin azaltilmasi, kiitlii ve ¢ir¢ir veriminin artirilmasi,
hastalik ve zararlilara kars1 dayanikliligin saglanmasi ve erkenci cesitlerin

gelistirilmesine yoneliktir (Genger ve ark., 2005).

Diinya niifusunun artmasi ile birlikte hizla gelisen tekstil sanayisinin en dnemli dogal
hammaddesini olusturan pamuk, diger yan iriinleri ile de insanlarin g¢esitli
gereksinimlerini karsilamakta ve istthdam olanagi yaratmaktadir. Pamuk linterinin ¢ok
cesitli kullanim alanlar1 olmasina ragmen, iilkemizde bu maddeyi isleyen firma yok
denecek kadar az oldugundan neredeyse tamami ihrag¢ edilmektedir. Thracatnin
yapildig1 iilkeler arasinda ilk sirada yer alan Cin’i Amerika, Japonya, Ispanya, Israil,

Rusya ve Iran izlemektedir (Anonim 2018).

Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bo6liimii Dig Tarim Servisi’nin yayimladigi rapora
gore Tirkiye, 2018/2019 sezonunda Pamuk iireten iilkeler arasinda 6. sirada, pamuk
tiketiminde 6.sirada, pamuk ithalatinda ise 4.sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1, Cizelge

1.2, Cizelge 1.3).



Cizelge 1.1: Diinya Pamuk Uretiminin Ulkelere Gére Dagilimi (Amerika Birlesik Devletleri Tarim

Bolimi Dis Tarim Servisi, 2019)

Diinya Pamuk Uretiminin Ulkelere Gére Dagilimi (1000 Balya)

Uretim 2014/2015 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019
Brezilya 7,180 5,920 7,020 9,220 12,800
Cin 30,000 22,000 22,750 27,500 27,750
Hindistan 29,500 25,900 27,000 29,000 25,500
Pakistan 10,600 7,000 7,700 8,200 7,700
Tirkiye 3,200 2,650 3,200 4,000 3,700
Amerika

Birlesik 16,319 12,888 17,170 20,923 18,367
Devletleri

Ozbekistan 3,900 3,800 3,725 3,860 3,300
Diger 18,520 15,998 18,116 21,079 19,317
Ulkeler

Toplam 119,219 96,156 106,681 123,782 118,434



Cizelge 1.2: Diinyadaki Pamuk Tiiketiminin Ulkelere Gore Dagilimi (Amerika Birlesik Devletleri Tarim

Bolimi Dis Tarim Servisi, 2019)

Diinyadaki Pamuk Tiiketiminin Ulkelere Gore Dagilinn (Balya)

Tiiketim
Banglades
Brezilya
Cin
Hindistan
Endonezya
Pakistan
Tirkiye
Amerika
Birlesik
Devletleri
Ozbekistan
Vietnam
Diger Ulkeler

Toplam

2014/2015
5,800
3,400
34,500
24,500
3,250
10,600
6,400
3,575

1,750
4,100
14,356
112,231

2015/2016
6,300
3,100
36,000
24,750
3,000
10,300
6,700
3,450

1,800
4,500
13,337
113,237

2016/2017 2017/2018
6,800 7,500
3,200 3,400
38,500 41,000
24,350 24,150
3,300 3,500
10,300 10,800
6,550 7,450
3,250 3,225
2,000 2,500
5,400 6,700
12,532 12,544
116,182 122,769

2018/2019
8,000
3,500
40,500
24,800
3,200
10,600
6,500
3,100

2,750
7,000
12,757
122,707

Cizelge 1.3: Diinyadaki Pamuk ithalatinin Ulkelere Gore Dagilimi (1000 Balya) (Amerika Birlesik

Devletleri Tarim Boliimii Di1s Tarim Servisi, 2019).

Diinyadaki Pamuk Ithalatimin Ulkelere Gére Dagilimi (Balya)

Ithalat
Banglades
Cin
Hindistan
Endonezya
Kore
Meksika
Pakistan
Tayland
Tirkiye
Viyetnam
Diger

Toplam

2014/2015
5,750
8,284
1,226
3,345
1,321
830
950
1,475
3,675
4,275
4,934
36,065

2015/2016
6,375
4,406
1,072
2,941
1,175
975
3,300
1,275
4218
4,600
5,107
35,444

2016/2017 2017/2018
6,800 7,600
5,032 5,725
2,736 1,677
3,391 3,498
1,025 904
1,000 925
2,450 3,300
1,226 1,149
3,679 4,024
5,500 7,000
4,857 5,246
37,696 41,048

2018/2019
8,000
8,500
1,400
3,200
800
850
3,000
1,175
3,000
7,100
5,003
42,028



Niifus artis1 ve yasam standardinin yiikselmesi, pamuk bitkisine olan talebi de
artirmaktadir. Bu yonleriyle pamuga olan ihtiyag, tiim diinyada ve iilkemizde artig
gostermektedir. Tirkiye, diinyadaki en biiyiik 10 pamuk iireticisinden biri olmasina
ragmen, Tiirkiye ekonomisinde pamugun Onemi ¢ok fazla vurgulanmamaktadir.
Tiirkiye’de Ege Bolgesinde, Gilineydogu Anadolu Boélgesinde, Antalya-Cukurova
yorelerinde pamuk yetistiriciligi yapilmaktadir (Aydin, 2018).

Cizelge 1.4’te son 20 yilin bolgelere gore pamuk ekim alanlar1 verilmistir.
1995’ten bu yana pamuk tarimi yapilan tiim bolgelerde biiylik ekim azaliglar
yaganmistir. Buna ragmen Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde ekim alanlarinin azalmayip
aksine % 16,70’lik artisinin sebebini Gilineydogu Anadolu Projesi ve buna bagl olarak

artan sulama olanaklarinin gelismesi olarak agiklayabiliriz (Koken, 2017).

Cizelge 1.4: Tirkiye Pamuk Ekim Alanlari’nin Bolgelere Gore Dagilimi (Koken, 2017).

YIL Giineydogu Ege Cukurova Antalya Toplam
Anadolu
1995 2.040 2.490 2.720 300 7.560
2000 3.160 2.010 1.230 126 6.540
2005 2.950 1.370 1.080 54 5.460
2010 2.870 8.260 1.060 41 4.800
2015 2.640 910 716 62 4.340
2016 2.380 9.44 732 59 4.140
1995-2016 % 16.7 % 62.2 % 73.1 % 80.3 % 45
Degisim

Cizelge 1.5te yer alan 5 iiretim sezonu ortalamalari incelendiginde, iilkemizde
tretilen pamuk lifi miktarinin, tiikettigimizin yarisin1 ancak karsilayabildigi

gorilmektedir.



Cizelge 1.5: Tiirkiye Pamuk Lifi Uretim ve Tiiketimi (Bin Ton) (Koken, 2017).

Yil Uretim Tiiketim Fark Uretimin
Tiiketim Fark

Orant (%)
2012/2013 858 1360 -502 63.0
2013/2014 877 1400 -640 62.6
2014/2015 846 1486 -525 56.9
2015/2016 738 1500 -762 49.2
2016/2017 756 1450 -694 52.1
Ortalama 815 1440 -625 56.8

Son donemlerde, 6zellikle pamuk bitkisinde olmak iizere stres faktorlerine karsi
dayanikli ¢esitlerin belirlenmesi amaciyla in vitro teknikler kullanilarak yapilan
caligmalarin arttigi goriilmektedir. In vitro tekniklerin basaris1 ise rejenerasyon

sisteminin giivenilir bir sekilde oturtulmasina bagldir (Zhang et al., 2000).

Pamukta embriyo, siirgiin ucu, meristem ve kallus gibi in vitro kiiltiir metotlar
ile bitkiciklerin tretildigi bilinmektedir. Ayrica pamugun in vitro iretimi oldukga
zordur. Geleneksel yontemlerle 1slah edildiginde zaman almasi, lif kalitesi basta olmak
tizere istenen Ozelliklerin elde edilen hatlarda bulunmamasi gibi nedenlerle bu
yontemler pamugun gelistirilmesini kisitlamaktadir. Pamukta elde edilen ¢ogu ticari
cesitlerin, saf hatlarin ¢aprazlanmasi ile uzun yillar siiren seleksiyon metoduyla elde

edildigi bilinmektedir (Izci, 2007).

Bu zamana kadar, en dnemli abiyotik stres faktorlerinden biri olarak bilinen tuz
stresine ve diger streslere kars1 dayanikli ¢esitlerin se¢imi i¢in daha ¢ok geleneksel 1slah
yontemleri tercih edilmistir. Tuzluluga dayanikli olan ¢esitlerin kullandiklar1 tolerans
mekanizmasinin anlagilmasi, geleneksel 1slah yontemlerine de yol gosterecektir
(Kramer, 1983). Bir bitki genotipinde tuz stresine tolerans saglayan parametreler ¢cok
fazla oldugu icin ve bu parametrelerin tiimiiniin belirlenmesini saglayacak tek bir
yontem olmadig i¢in bitkilerin tuz stresine karsi toleranslarini 6lgecek farkli kriterler

vardir (Weimberg, 1988).

Tuz stresi caligmalarinda, tarama ve seleksiyon amaciyla bitki doku kiiltiirleri
kullanilmaktadir. Aym tiir icerisinde bile tuza kars1 farkli diizeylerde farkli tolerans

diizeyleri goriilmektedir. Bunun belirlenmesi i¢in yetistiricilik yapilan topraktaki ya da



kullanilan sulama suyundaki tuzluluk miktarina gore bitkisel materyalin se¢iminin
uygun olmasi ¢ok onemlidir. Klasik 1slah yontemlerinde, yetistirilen bitkiye 6zellikle
fide doneminde uygulanan tuz stresine karsi en yiliksek tolerans goOsteren genotipin
belirlenebilmesi miimkiin olsa bile bu yontem zaman alicidir. Ayrica fazla bitki
materyali gerekmesinin yaninda, sera alanma da ihtiya¢ duyulur. Doku kiiltiirii
yontemlerinin kullanilmasi, klasik 1slah yontemlerinin getirdigi olumsuzluklar: ortadan
kaldirarak cevresel faktorden gelebilecek farkliliklarin engellendigi kontrollii bir

calisma ortami yaratmaktadir (Ellialtioglu&Tipirdamaz, 1988).

Doku kiiltliri, tuza toleransli bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmalarin1 aydinlatmak ic¢in yapilan ¢alismalarda yogun kullanilmaktadir.
Denemelerin in vitro’da yapilmasi ile fizyolojik c¢aligmalarin kontrollii olmasi
durumunda pek c¢ok avantaj saglar. Meydana gelen farkliliklarin sadece uygulanan
protokol sebebiyle oldugundan emin olundugu gibi ve sonuglarin da kisa siirede elde
edilmesi miimkiindiir (izci, 2007). Tuz stresi ¢alismalarinda doku kiiltiiriiniin
kullanilmasindaki bir diger avantaj da doku kiiltiiriiniin bir yontemi olan protoplast
kiiltiirii araciligiyla normalde melezlenmeyen tiirlerin somatik hibridizasyon yoluyla
melezlenebilmesidir. Bu yontem kullanilarak tuza tolerant yabani tiirler ile kiiltiir
cesitlerinde yapilan somatik hibridizasyon c¢aligmasi sonucunda yeni genetik tiirler
olusturulabilecektir. Bu da tuza tolerant g¢esit gelistirmek icin kullanilacak iyi bir yol

olarak bildirilmistir (Finch et al., 1990).

Bitki doku kiiltiirii caligmalarinin somaklonal varyasondan yararlanmasi bir
diger avantajidir. Kallus ve hiicre kiiltlirii yontemleri ile tuza dayanikli hatlarin eldesi
icin yapilan caligmalarin bazi kiiltiir bitkilerinde basar1 sagladigi bildirmistir

(Yeo&Flowers, 1993)

Bitkilerde tuz toleransi ile ilgili fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarin
aydinlatilmasi, tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltmak ve bitkilerde tuzluluk
toleransini arttirmak icin gereklidir. Bu tez ¢alismasinda tuzluluga toleranshi ve duyarl
oldugu bilinen iki farkli pamuk ¢esidinin kalluslarina (NM-503 ve Carmen) tuz stresi
uygulanarak incelenecek olan parametrelerin (antioksidan enzim aktivite analizleri,
MDA, H,O; prolin, klorofil, DPPH antioksidan aktivite testleri) degerlendirilmesi
amaclanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda c¢esitlerin tuza dayanikliliklar

belirlenerek in vitro seleksiyon ¢alismalarina 1s1k tutulmasi hedeflenmistir. Yapilan bu



tiir calismalar, ileride tuza tolerant hatlarin seleksiyonu i¢in arazide gerceklestirilecek
olan 1slah c¢alismalarina yol acacak olmasinin yaninda, doku kiiltiirii yOntemleri
kullanilarak in vitro’da daha kisa siirede sonug¢ alinabilmesinin miimkiin oldugunu da

gosterebilecektir.



2. LITERATUR BILDIiRiSLERI
2.1 Bitkiler ve Stres

Degisen ¢evre kosullar1 ve hizla artan diinya niifusu; temel besin ihtiyaglarinin
karsilanabilmesini, kiiltiir bitkilerinin ekim alanlarinin genisletilmesini, tarimda birim
alandan daha yliksek ve kaliteli iiriin almay1 zorunlu hale getirmistir. Bitkiler yasamlari
boyunca, gelisimlerini engelleyen ¢esitli olumsuz kosullarla karsilagirlar. Lewitt (1980)
stresin tanimini “canlilar icin elverigsiz ¢evre kosullar1” olarak yapmustir. Bu elverissiz
kosullara neden olan faktorler “stres” olarak adlandirilmaktadir. Stres etmenleri
giintimiize gelene kadar farkli sekillerde gruplandirilmistir. Olusumlaria gore abiyotik
ve biyotik stres faktorleri olmak {izere iki grupta incelenebilmektedir (Sekil 2.1).
Abiyotik stres faktorleri soguk, sicak, kuraklik, tuzluluk, su fazlalifi, radyasyon,
oksidatif stres, riizgar ve toprakta besin yetersizligi gibi ¢evresel faktorlerdir. Biyotik
stres faktorleri ise virlis, bakteri ve funguslari igeren patojenler, bdcekler ve
herbivorlardir. Stres faktorleri, temel fizyolojik ve metabolik olaylarda farkliliklara yol
acarak, bitkilerde biiyiime ve gelismeyi olumsuz yonde etkilemekte, {iriin, kalite ve

miktarinin azalmasina neden olmaktadir (Korkmaz ve Durmaz, 2017).

BIYOTIK STRES ABIYOTIK STRES

. Ik
Bitkiler . Sicaklik
Mikroorganizmalar . Su
Hayvanlar . Gazlar
Insan Etkileri . Mineral Maddeler
Mekamk Etkiler

Sekil 2.1: Bitki biiylimesi ve gelismesinde etkili olan stres faktorleri (Alexieva et al., 2003; Lewitt, 1980).
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2.2 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Serbest radikaller, son yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektronu olan molekiil ya da atomlara verilen addir (Sekil 2.2). Son ydriingelerindeki
eslesmemis elektronu doldurup kararli hale gelebilmek igin baska elektronlara ilgi
duyduklarindan oldukga reaktiflerdir (Cheeseman and Slater., 1993).

Biitiin canlilar i¢in temel gereksinim elementlerinden olan oksijen; hidrojen,
karbon, azot ve kiikiirt ile bilesik olusturarak organik molekiillerin temelini olusturur.
Ancak acrobik canlilarin metabolizmalarinda gergeklesen reaksiyonlar i¢in gerekli olan

oksijen, serbest radikallere de doniisebilmektedir (Arasimowicz ve ark, 2009).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal metabolik reaksiyonlar esnasinda ya da dis
kaynaklar sebebiyle (¢evre kirliligi, radyasyon vb.) meydana gelmektedirler. Lipitlere,
proteinlere, DNA’ya zarar vermektedirler. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) hayati 6nem
tasiyan (kanser, kalp ve seker hastaligi, damar sertligi gibi) hastaliklarin olusumunda

gorev alirlar (Moller et al., 2007; De Federicis et al., 2006, Imlay et al., 2008).

/. Eslesmenus
~@..~_— Eleltron

.. | Nétronve
. - | Protonlar

s

Elektron Cift1 .

Sekil 2.1: Atom igerisinde bulunan eslesmemis elektron (http://www.blessedherbs.com/internal-cleansing-

kits-probiotics-antioxidants.aspx).

Normal metabolik yollarin isleyisinin dogal bir sonucu olarak serbest radikaller
olugmaktadir. Organizmalarda tiim yapim ve yikim reaksiyonlari sirasinda ve
sonrasinda oksidan molekiiller stirekli bir olusum halindedirler. Olusan oksidan
molekiiller endojen ya da eksojen antioksidanlar tarafindan etkisizlestirilirler (Benzie,

2000).
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Metabolizma enerji liretim islemlerinin bir parcast olarak oksijenle reaksiyona
girer. Bu kimyasal reaksiyonlar molekiillerin oksidasyonunu ve redoksunu igerir.
Reaksiyon sonucu iiretilen serbest radikaller, organizmada var olan veya ek olarak
disaridan alinan antioksidanlarla dengelenemediginde ‘oksidatif stres' olusur (Yan,
1998) (Sekil 2.3).

Oksidatif denge Yaslanma
inflamasyon

Yiiksek O2 basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

AnﬁOksidan’ar

Serbest Radikaller

Oksidatif hasar

s SO
o M o ) o ‘§§

)

Membran lipidleri  Proteinler Niikleik asitler

Sekil 2.2: Oksidatif Hasar (Ozcan ve ark., 2015).

2.2.1 Siiperoksit Radikali (O;")

Superoksit radikali (O;7), Mehler reaksiyonu yoluyla g¢ogunlukla tilakoid
membranina bagli fotosistem I'de (PS 1) tek elektron ile O2’nin indirgenmesiyle olusur.
Stiperoksit radikalinin olusumu genellikle bir hiicrenin mitokondrisinde gerceklesir
(Hsu et al., 2003). Serbest radikal olarak bilinen siiperoksit hiicreye tek bagina dogrudan
zarar veremez. H,O; kaynagi ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olarak dnem
tasiyan sliperoksit, SOD enzimi ile hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriiliir ve
azaltilir. Boylece hiicresel siiperoksit diizeyleri kontrol altinda tutulur (Mansouri ve ark,
2006; Peng ve ark, 2006).

Neredeyse tiim solunum yapan canlilarda bulunan molekiiler oksijenin bir
molekiil aracilifiyla elektron transferi gergeklestirerek siiperoksit olusturma tepkimesi

Sekil 2.4°te verilmistir (Yavager, 2012).
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Og+e_ — 02._

Sekil 2.3: Serbest radikal olusumu (Yavaser, 2012).

2.2.2 Hidrojen Peroksit (H20,)

Hidrojen peroksiti kendiliginden peroksizomlarda, glioksilat dongiisiiyle, B-
oksidasyonla ya da fotorespirasyon ile olusur. Diger kaynaklar1 ise mitokondrideki
elektron tasima sistemi, kloroplast ve endoplazmik retikulumdur (Mittler, 2002).
Stiperoksit iireten herhangi bir sistem, dismutasyon tepkimesinin sonucunda H;O,
molekiiliinii de tiretir. H,O, zayif bir oksidan ve gecis metal iyonlar1 yoklugunda kararl
ve ayn1 zamanda zayif bir indirgendir. Kolaylikla suya karisabilir ve canli hiicreler
tarafindan bir su molekiilii olarak kabul edilir. Diisiik konsantrasyonlarda sinyal
molekiilii olarak gorev alir, sadece yiiksek konsantrasyon varliginda toksiktir. Herhangi
bir eslenmemis e tasimadigindan dolay: serbest radikal olarak adlandirilmaz. Hidrojen
peroksitin yiikseltgenme ve indirgenme Ozelligi ile birlikte gecis metal iyonlarinin
varliginda yiiksek reaktif serbest radikal olusturma kabiliyetinden 6tiirii canli hiicrelerin
bunlara karst savunma mekanizmasi vardir. Istenmeyen H,O, Katalaz, glutatyon
peroksidaz ya da birtakim bagska peroksidazlarin etkisi ile hiicre disina atilabilir. Ayrica
bu enzimlerle H,O ve O, gibi iriinlere dontstiiriilerek zararli etkisi yok hale getirilir.
H,0,, reaktif gecis metalleri varliginda, hidroksil radikali olusumu icin bir kaynak

gorevi gormektedir (Sewelam et al., 2012).

Nispeten radikalik bir tiir olmamasina ragmen molekiiler oksijen (O,) ardarda
indirgenerek reaktif oksijen tiirlerini olusturur (Sekil 2.5). Bir e” kazanarak siiperoksit
(O7") radikaline (Sekil 2.6), 2 e alarak hidrojen peroksite (H,0,), 3 e alarak hidroksil
(OH") radikaline doniisiir (Sekil 2.7). Bu tepkimeye dismutasyon tepkimesi adi verilir.
SOD enzimi yliksek katalitik etkiye sahip oldugu i¢in hiicrelerde siiperoksit birikmesi
gerceklesemez (Harbinson et al., 1993).
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20, +2H225 0, + H,0

)
&

Sekil 2.5: Siiperoksit radikalinin hidrojen perokside doniistim tepkimesi

(Chaudiere and Iliou, 1999).

Or+e —» Oy

Sekil 2.4: Siiperoksit radikalinin (O,¢-) olugsma tepkimesi (Becker et al., 1999).

) ) N SOD
Oy++0y++2H ———p» HO+O

Sekil 2.5: Siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite (H,0,) doniisme tepkimesi (Flora, 2007).

2.2.3 Hidroksil Radikali (OHe)

Hidroksil radikali, tek bir atom halinde ve bir adet elektronu eksik olan oksijenin
hidrojen ile birlesmesinden meydana gelir. Hidroksil radikalinin reaktivitesi ¢ok yliksek
ve yart Oomrii ¢ok kisa oldugu i¢in tehlikeli bir radikaldir. Suyun yiiksek enerjili
iyonizasyonundan meydana gelen (Sekil 2.8) hidroksil radikali son derece reaktif
olmasindan dolayi, hiicreye en fazla zarar1 veren bir iriindiir (Lloyd et al., 1997,

Caylak, 2011).

HO — » OH-+H +¢ —p H,0,

Sekil 2.6: Suyun iyonizasyonuyla hidroksil radikali ve hidrojen peroksidin meydana gelme tepkimesi
(Caylak, 2011).
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Hidroksil radikali lipid peroksidasyonunun baslaticisi olarak bilinir. Coklu
doymamis yag asitlerinin serbest radikal oksidasyonuna biyolojik sistemlerde lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilir. OHe membran fosfolipidleri, doymamis yag asidi
yan zincirlerine hiicum ederek peroksidasyon dizisinin zinciri baslatilir (Sekil 2.9)

(Lobo et al., 2010; Rice&Evans, 1997).

-CH»- +OH —— - CH-- + H,O
-CH+-+ 0y ——» -CHO> - Hidroperoksil
-CHO3+*- + -CHy;- —» -CHO>H- + -CH-- Lipit Hidroperoksit

Sekil 2.7: Peroksidasyon zinciri tepkimesi (Rice&Evans, 1997).

Lipid peroksidlerin yikim {iriinleri malondialdehid (MDA) ve tiirevleridir. Bu
yikim sonucu olusan iiriinler, DNA veya proteinlerle etkilesime girerek hiicreye zarar

verebilirler (Valko ve ark, 2007; Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Haber-Weiss reaksiyonu hidroksil radikalinin kaynagidir. O,* radikali tarafindan
Fe**, Fe** 'ye indirgenir. Bunun sonucunda da Fe®" ve hidrojen peroksit arasinda Fenton

reaksiyonu baglatilir (Nappi and Vass, 1998).

Fenton reaksiyonu ile asagidaki tepkimelerde gosterildigi gibi hidrojen
peroksitin, Fe*? ve diger gecis metalleri tarafindan indirmesi ile OH- radikali
olusturabilmektedir (Sekil 2.10) (Benzie, 2000; Lloyd, 1997).

Oy +H)0 ———» O +-0H+OH Haber—Weiss reaksiyonu

- ¢ N .
Oy +Fe” — » Fe™ +0, ,
. Fenton 1‘eak51},-'011u

Fe +H0r» — »Fe ++«0H+OH

Sekil 2.8: Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikali olugum tepkimeleri

(Lloyd, 1997).
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2.2.4 Singlet Oksijen (*O,)

Singlet oksijen (10:), fotosistem II (PSII) reaksiyon merkezi tarafindan
olusturulan ilk ROS'tur (Mittler, 2002). Stoma kapanmasi nedeniyle gerekli CO;
olmadiginda indiiklenir. Proteinlerin, yag asitlerinin ve en Onemlisi DNA'nin
oksidasyon siirecinde rol alir. Oksijenin reaktiflik bakimindan yiiksek bir formudur.
Fotokimyasal reaksiyonlarda singlet oksijenin olugmasi son derece dnem tagimaktadir.
Hipoklordz asit ve hidrojen peroksit’in girdigi reaksiyon sonucunda da iiretilebilmekte

ve patofizyolojik bakimdan 6nemi hala arastirilmaktadir (Halliwell&Gutteridge, 1987).

2.2.5 Hidroperoksil Radikali (HO,e)

Stiperoksit radikalinin  protonlanmasiyla hidroperoksil radikali olusur.
Stiperoksite gore daha giiclii bir oksidan ve indirgeyici oldugu bilinmektedir. Biyolojik
membranlar1 kolay gecebilmesi ve yag asitleriyle direkt etkilesime girebilmesi

onemlidir (Sharp et al., 2008).

DNA’nin siirekli radikaller tarafindan modifikasyona maruz kalmasina oksidatif
hasar denilir ve mutajenezis, karsinojenezis ve yaslanmaya sebep olur. Hatta bir¢ok
kanser hiicresinin bulundugu dokularda serbest radikallerin sebep oldugu DNA hasarina
rastlanmistir. Serbest radikaller ve ROS insan viicudunda metabolizma reaksiyonlari
sirasinda, yan iiriinler olarak siirekli iiretilirler. Uretilen bu yan iiriinler zararlidir ve hizl
bir sekilde wuzaklastirilmazlar ise DNA yapisinda, proteinlerde ve lipitlerde oksidatif
hasara yol agarak fonksiyonel makromolekiillerin yapisin1 bozarlar (Apel and Hirt.,
2004; Cai et al., 2004).

2.3 Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikallerin kaynaklari, endojen ve ekzojen kaynaklar olmak {iizere ikiye

ayrilmaktadir.
2.3.1 Endojen Kaynaklar

Canli fizyolojisinde pek c¢ok hiicresel aktivite oksidan olusumuna yol

acmaktadir. Bunlar endojen kaynaklarini olusturmaktadir.

e Mitokondriyal elektron transportu
Oksidatif fosforilasyonun sonucunda ATP olusur ve ara iiriin olarak ise hidrojen

peroksit, siiperoksit radikali ve hidroksil radikali salinir. Mitokondriyal enzim olan
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sitokrom C oksidaz tarafindan, molekiiler oksijenin %98’1i H,0,’ya doniistiiriiliir.
Elektron transport zincirinden sizan elektronlar, hiicre i¢indeki serbest radikal kaynag:
olmasi ile 6nem tasir. Radikaller i¢ mitokondrial membranda olusur ve bu konumda
lokalize olan oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri 6nemli oranda indirgenerek
mitokondriyal siiperoksit radikali iiretimini arttirmaktadir. Burada iiretilen radikallerden
olan mitokondrial oksijenin yaklasik % 1-2’si, basta siiperoksit radikali olmak iizere
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri tarafindan tiikketilmektedir. Mitokondri igindeki
SOD araciligr ile siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikaline
dontigiirken su molekiiliiniin olugmasiyla hiicreleri oksidatif hasarin etkisinden

korumaktadir (Mansouri ve ark, 2006; Peng ve ark, 2006).

e Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda elektron transport sistemleri

Serbest radikal liretimi membrana bagl sitokromlarin oksidasyon tepkimesinden
meydana gelmektedir ve endoplazmik retikulum ile niikleusun i¢ membranlari, sitokrom
P450 acisindan zengindir. Bu sistem flavoproteinleri igeren sitokrom rediiktazlarin
otooksidasyonuyla H,O, ve O, radikalini iiretmektedir. Ayrica doymamis yag asitleri
ve ksenobiyotikleri de okside edebilme yetenegine sahiptirler (Liu et al., 1999; Kavas,

1989).

e Peroksizomlar

Peroksizomlar biinyelerinde bulunan D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L-
hidroksil asit oksidaz ve yag asiti acil-CoA oksidaz gibi oksidazlardan dolayi, hiicre i¢i
H,02’in ¢ok Onemli bir kaynagidir. O, radikali ara iirlinlinii olusturmadan H,0O,
olusumuna sebep olurlar. Ayrica uzun zincirli yag asitlerinin yikilmasindan sorumlu

organellerdir (Akkus, 1995).

¢ Plazma membranlan

Plazma membranlar;; serbest radikallerin pargalanmasina sebep olan
fosfolipidleri, glikolipidleri, gliseridleri, doymamis yag asitleri ve kolay okside olan
amino asitleri kapsayan transmembran proteinlerini icermektedir. Ekstraselliiler olarak
aci8a cikan serbest radikaller, hiicredeki diger organeller ile etkilesime girebilmesi i¢in

plazma membranlarin1 asmali veya toksik olan tepkimeleri membran iginde
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baglatmalidir. Lipid peroksidasyonuna serbest radikaller sebep olur. Bu da
membrandaki iyon dengesi bozulmasma ve hiicre igindeki metabolik reaksiyonlarin

inhibisyonuna yol agmaktadir (Niki, 1987).

e Gecis metalleri

Demir ve bakir olmak {izere gecis metalleri olarak adlandirilan metaller redoks
reaksiyonlarinda gorev alirlar. Bu sebeple katalizor gorevi gorerek serbest radikallerin
olusumunu hizlandirirlar. Ancak asil 6nemli gorevleri lipid peroksidasyonuna nasil etki
ettikleridir. Sentezlenmis olan lipid peroksitlerini (LOOH) gecis metalleri pargalayarak
lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize ettirerek serbest radikalleri daha

az zararli hale getirir (Halliwell and Gutteridge., 1990).

2.3.2 Ekzojen Kaynaklar

Canlilarin yasamlar1 boyunca dis kosullardan etkilendigi ya da maruz kaldig:
tiim kaynaklar ekzojen kaynak olarak adlandirilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak sigara

kullanimi, radyasyon, cevre kirliligi, pestisitler ve ilaglar verilebilir (Halliwell and

Gutteridge, 1987).

2.4 Biyolojik Makromolekiiller Uzerinde ROS Etkisi

Endojen ve ekzojen olarak 2 sekilde olusan serbest radikaller, hiicrelerin dnemli
bileseni olan lipitlere, DNA’lara, proteinlere, karbonhidratlara ve enzimlere zararh
etkide bulunurlar (Halliwell and Gutteridge, 1987). Sekil 2.11°de serbest radikallerin

hiicresel hedefleri ve hasarlar1 gosterilmistir (Onat ve ark., 2002).



18

Protein S
Hasan ?»"-’ Solu}num( TRy
posee & @ Enzimleni \"“‘, SN
AN "_,,."s?’; N (@A Mitokondnal
‘;f )

S T Hasar
Membran S\ SER / DNA
Hasan ""‘W'v’/’.‘.‘.'\\‘\ R O . o
”~ -— W s /2
- OH' % I__I:O ' SO Hiicrede
DNA S fieee Na™ o~ &5 siskintik
Hasan Ca™ u &5
-
3 X
v s ; >
iy Gegirgenlikte
. : Artis
Lipid
Peroksidasyonu

Sekil 2.9: Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat ve ark, 2002).

RER: Graniilli endoplazmik retikulum, SER: Graniilsiiz endoplazmik retikulum, DNA:
Deoksiribo niikleik asit, O,": Siiperoksit radikali, , OH-: Hidroksil radikali, Na: Sodyum, Ca: Kalsiyum,
H,O: Su

2.4.1 Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Lipitler serbest radikallerin metabolizmaya verdikleri zarar karsisinda en hassas
yapt gosteren makromolekiillerdendir. Membranda bulunan kolesterol ve yag asitlerine
ait doymamuis baglarla serbest radikallerin etkilesime girmesi sonucunda peroksidasyon
iriinii olusur. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi diye adlandirilan reaksiyonlar
olduk¢a zararlidir ve lipid peroksidasyonu olarak da bilinmektedir. Lipid
peroksidasyonundaki zincir reaksiyonu kendiliginden devam eder ve sonucunda ise
membran hasar1 olusur, bu hasar doniistimstizdiir. Lipid peroksidasyonunda, yag asitleri
zincirinden bir adet hidrojen atomu uzaklasir ve bu yag asidi zinciri lipid radikal 6zelligi
kazanir. Olusan serbest radikal varligi ile membrandaki poliansatiire yag asitleri
zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi, bu yag asidi zincirinin lipid radikal
(L-) ozelligi kazanmasi ile baglamaktadir. Lipid radikali bir takim degisikliklere
ugrayarak molekiiler oksijen ile olan etkilesimiyle de lipit peroksit radikali olusmaktadir
(LOO.). Lipid peroksit radikalinin membrandaki poliansatiire yag asitleriyle yeni lipid
radikalleri olusturarak bir yandan kendileri de ag¢iga ¢ikan hidrojen atomlariyla lipid
hidroperoksitlerine (LOOH) doniisiirler. Bu sekilde reaksiyonlar kendi kendini
katalizleyerek devam eder (Lobo et al., 2010). Gegis metalleri lipid hidroperoksitlerini

yiktiklarinda cogunlugu aktif olan aldehit grubu iiriinler olusur ve bunlar ya hiicre i¢inde
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metabolize olur ya da hiicreye hasar verirler. Lipid peroksidasyonu {iriinii olan
malondialdehit (MDA), genellikle lipid peroksitlerini tayin etmede kullanilmaktadir
(Halliwell and Gutteridge, 1999).

2.4.2 Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Yapilarinda doymamis bag ve siilfiir bulunan aminoasitler serbest radikallerden
etkilenirler. Merkezinde karbon olan radikallerin girdikleri reaksiyonlar sonucunda
stlfir bagh radikaller olusmakta ve immiinoglobiilin G ve alblimin gibi disiilfit bag:
bulunan proteinlerin yapist bozulmaktadir. Bunun sonucunda da fonksiyonlar1 yerine

getirmeleri engellenmektedir (Freeman ve Crapo., 1982).

2.4.3 Serbest Radikallerin Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerin bazilari, radyasyonla etkilesimi sonucunda meydana
gelmektedir. Bunun sonucunda da DNA etkilenerek hiicre mutasyonuna ve oliimiine
sebebiyet verir. DNA bazi ile kolayca etkilesime giren hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit, DNA’ya zarar vererek hiicre Oliimlerine kadar yol actigi goriilmektedir

(Willcox et al., 2004).

2.5 Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, mevcut radikalleri siipiiren ya da serbest radikal olusmasini
engelleyen molekiillerdir ve yapilarinda genel olarak fenolik bilesik bulunur.
Antioksidanlarin kimyasal yapist ve ¢dzlniilebilirligi, insan saghgindaki yeri i¢in son
derece onemlidir (Elliot, 1999). Antioksidanin siipiirebildigi radikal sayisi, molekiil
basma paylastigi elektron sayis1 ve reaksiyon kinetigi Onemlidir (Akin, 2018).
Fizyolojik olarak normal kosullarda hiicreler, antioksidan savunma sistemi tarafindan
reaktif oksijen tiirleri gibi Uriinlerin neden olacagi oksidatif stresin hasarma karsi
korunurlar. Bahsedilen koruyucu sistemlerin ikiye ayrildigi, Sekil 2.12°de gosterilmistir

(Rice-Evans et al., 1997).
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Sekil 2.10: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Rice-Evans et al., 1997).

2.5.1 Enzimatik antioksidanlar

Pek cok enzim dogrudan ya da dolayli bigimde serbest radikallerin zararl
etkisini giderme veya siiplirme mekanizmasinda aktif olarak gorev alsalar da iglerinde

en 6nemli olanlar asagidaki gibidir:

2.5.1.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1) siiperoksitin H,O, ve Oy’e dismutasyon
katlizledigi tepkimede gorev alir (Sekil 2.13) (Chaudiere and Iliou, 1999).

50D
ED:I_ L EH'- Hﬁ{jl + O:

Sekil 2.11: SOD’un dismutasyon tepkimesi (Chaudiere and Iliou, 1999).

Canli hiicrelerde hiicrelerde konum olarak sitozolde bulunur ve Cu-Zn SOD olarak iki
adet mitokondriyal olarak ise Mn-SOD seklinde izoenzimleri bulunmaktadir (McCord
2000; Powers 2000).
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2.5.1.2 Katalaz (CAT)

Katalaz , (CAT) (E.C.1.11.1.6) 4 alt iiniteye sahiptir ve her birinin hem grubu
vardir. 240.000 dalton molekiill agirligina sahip tetramerik yapili bir proteindir. Bu
enzim, her aerobik hiicrede bulunmaktadir. CAT, oran olarak %80 peroksizom, %20 ise
sitozolde bulunmaktadir. Bu enzim H;0;’yi pargalayak H,O ve O;’e doniistiiriir ve
zararl etkiler engellenir (Sekil 2.14). Hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirii kabul
edilmemesine ragmen, hidroksil radikali 6nciisii oldugu i¢in katalaz enzimi araciligiyla
hidrojen peroksit, 2 mol su ile 1 mol oksijen doniistiiriilerek derisimi azaltilir (Sekil
2.14). Hidrojen peroksitin derisiminin diisik oldugu zaman fenol ve askorbat

kosubstratlarini kullanip peroksidaz gibi davrandig bildirilmistir (Percy, 1984).

CAT
2HO ——— ?HO+ (O

Sekil 2.12: Hidrojen peroksidin kataliz tepkimesi (Percy, 1984).

2.5.1.3 Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (E.C.1.11.1.4), hidrojen peroksit varliginda indirgenir ve
selenoenzimler grubundadir. Bu enzimin varliginda olusen reaksiyonda H,O, suya ve
organik hidroperoksitler de alkole indirgenirken, GSH ise (glutatyon) okside olan GSSG
(glutatyon)’ye ylikseltgenir (Dixon et al., 1998; Ledford et al., 2007; Chaudiere&lliou,
1999) (Sekil 2.15).

GPx
H.0,+2GSH —» GSSG+2H.0

GPx
ROOH+2GSH — ROH+ H,O +GSSG

Sekil 2.13: Glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi tepkime (Chaudiere&lliou, 1999).

2.5.1.4 Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz enzimi (E.C.1.8.1.7), glutatyon peroksidaz araciligiyla

katalizledigi indirgenme sonucu hidroperoksitleri olustururken, okside olan glutatyon
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(GSSG)’de tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniistir (Sekil 2.16) (Yavaser, 2012;
Carlberg et al., 1985). Bu enzim bir takim bitki dokusundan izole edilerek korunmus bir
enzimdir. Okside glutatyonun disiilfit baginin NADPH’e bagli reaksiyonunu katalizler.
Bu yiizden indirgenmis glutatyon havuzunun korunmasi adina ¢ok biiyiilk 6nem tasir.
Ayrica askorbik asit-glutatyon yolaginin son adiminin hizimi katalizler. Bu enzimin
artig1 bitkilerde aktivasyon, GSH seviyesinin artmasina ve birikmesine sebep olarak

bitkilere tolerans kazandirir (Dixon et al., 1998; Ledford et al., 2007).

GR
GSSG + NADPH + H ———— 2GSH + NADP™

Sekil 2.14: Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi tepkime (Carlberg et al., 1985).

Ayrica askorbat-glutatyon ya da Asada-Halliwell dongiisii  seklinde
isimlendirilen ve sitozol, mitokondri, kloroplast olmaz iizere neredeyse tiim hiicresel
bolgelerde ¢alisan hidrojen peroksitin uzaklastirilmasi i¢in daha verimli olan bir dongi
vardir (Sekil 2.17) (Foyer and Noctor, 2011). Bu dongii bu hiicresel bolgelerde
ROS’larin seviyesini kontrol altinda tutmada 6nemli bir gorev teskil ettigini gosterir.
Ayrica askorbat ve glutatyonun havuzlarinda indirgenmis olarak korunmasi icin de
onemlidir. Oksitlenen askorbat ve glutatyon miktarinin oraninin diisiiriilerek muhafaza
edilmesi, hiicre iginde ROS’un dengede tutulmasi ya da siipiiriilmesi i¢in 6nemlidir. Bu
oran, indirgeyici giic olan NADPH’i kullanan askorbat glutatyon dongiisii
enzimlerinden,  glutatyon  rediiktaz =~ (GR), askorbat peroksidaz = (APX),
monodehidroascorbat rediiktaz (MDAR) ve dehidroascorbat rediiktaz (DHAR) ile
korunmaktadir (Halliwell, 2006).
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Sekil 2.15: Cesitli antioksidan enzimleri igeren hidrojen peroksit temizleyici ve askorbik rejenerasyonun

Asada-Halliwell yolu (Foyer and Noctor, 2011).

Askorbat peroksidaz (APX), bu dongiiniin ilk enzimidir ve hidrojen peroksidin
indirgenerek suya indirgenmesini katalizler. Askorbati indirgeyen bir etken olarak
yiikksek 0Ozgiilliigli ve afinitesi vardir. Daha sonra askorbat, monodehidroaskorbata
oksitlenerek yiikseltgenir. Ardindan monodehidroaskorbat kloroplasttaki
monodehidroaskorbat rediiktaz enziminin katalize ettigi reaksiyon ile indirgenmis
ferrodoksine ya da NADPH araciligiyla dogrudan askorbata indirgenir. Eger
monodehidroaskorbat direkt olarak monodehidroaskorbata ¢evrilemezse, kendisi
dehidroaskorbat ve askorbata orantisiz olarak dagitilir. Dehidroaskorbat ise daha sonra
dehidroaskorbat rediiktaz araciligiyla katalizlenen indirgenmis glutatyon (GSH) ile
askorbata diistiriiliir. Monodehidroaskorbat rediiktaz ve dehidroaskorbat rediiktaz
enzimi sitozol, kloroplast ve mitokondride bulunur. Askorbat-glutatyon doéngiisii,
elektron donoérii olarak glutatyon havuzunu NADPH ile yenilemek suretiyle glutatyon
rediiktaz ile tamamlanir. Glutatyon rediiktaz, askorbatin yenilenmesi icin gerekli olan ve
sitozol, kloroplast, mitokondri ve peroksizomlarda lokalize olan GSH / GSSG'nin
oranint korur. Siiperoksit dismutaz enzimleri (SOD'ler) siiperoksitini uzaklastirir, biri

O," H,0,'ye diistiriiliir, digeri ise O,'ye okside edilir (Mittler, 2002).

2.5.2 Enzimatik Olmayan Savunma Sistemi (Enzimatik Olmayan
Antioksidanlar)

Dogal antioksidanlar enzimlerin yapilarinda bulunmazlar ve bitki ya da hayvan
dokularindaki bilesiklerin islem gormesiyle ya da pisirilmesi esnasinda ortaya

cikmasiyla elde edilen maddelerdir. Cogu fenolik bilesiklerdir. Dogal antioksidanlarin
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cogu fenolik bilesiklerden olusur ve bunlarin arasinda askorbik asit, tokoferoller,

karotenoidler ve flavonoidler en 6nemlileri olarak bilinmektedir (Kiregci, 2018).

2.5.2.1 Askorbik asit (C Vitamini)

Reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerini bitkilerde en aza indirgeyen ya da 6nleyen bu
antioksidan fotosentetik hiicrelerde ve meristemlerde en fazla miktarda bulunur,
yapraklarda ve kloroplastlarda ise diisiik seviyelerdedir. Stres kosullarina maruz kalan
bitkilerde konsantrasyonu yiikselir, oksijen ve hidroksil’in temizlenmesinde gorev
alarak oksidatif stresi en aza indirger (Yang et al., 2008; Skorzynska et al., 2003). Sekil

2.18’de askorbik asidin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

HO

HO
HO OH

Askorbik Asit

Sekil 2.16: Askorbik asit kimyasal yapisi

2.5.2.2 Tokoferoller (E Vitamini)

Tokoferoller izoform olarak a, B, vy, 6 olmak iizere dort tane bulunur. En aktif ve
yaygin olarak bulundugu form d-o-tokoferoldiir. Bu bilesikler suda ¢6ziinmemelerine
ragmen yagda c¢oOziinlirler ve oksijenin bulunmadigi ortamda asit ile sicakliga
dayaniklidirlar. Bu bilesikler, eslesmemis elektronlarla kolaylikla reaksiyona giren ve
indirgeyen hidroksil grubu igerirler. Radikal reaksiyon esnasinda zincir kirict etkileri

vardir (Biiyiik ve ark., 2012).

2.5.2.3 Karotenoidler

Kirmizi-sar1 renge sahip olan pigmentler, bitkilerde ve hayvansal dokularda
bulunurlar. Karotenoidler 2 temel goreve sahiptir. Bunlar, ¢icek ve meyvelere renk
vermek ile fotosenteze yardimci olmaktir. Karotenoidler sekiz tane 5 C’lu izoprenoidin

yanyana gelmesiyle olusan 40 C’lu polienlere verilen addir ve bu bilesikler olduk¢a
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karmagik yapiya sahiplerdir (Yavaser, 2011). Sekil 2.19°da karotenoidin beta formunun

kimyasal yapist verilmistir.

B-karoten

Sekil 2.17: Beta Karotenoid yapisi.

2.6 Tuz Stresi

Diinyadaki toplam topraklarin yaklasik %46’s1 kurak ve yar1 kurak iklim
bolgelerinde yer almaktadir (Wang et al., 2015). Bu alanlarin % 26’lik kismu1 kuraklik
stresi, % 20’lik kism1 tuz stresi etkisi altinda oldugu halde, sadece % 10’luk kisim
herhangi bir cevresel stres etkisi altinda degildir (Dogan, 2012). Diinya tarimi,
biliylimekte olan niifusun ihtiyacini karsilamak i¢in %70 daha fazla gida tliretmek gibi
bircok zorlukla karsi karsiyadir ve mahsullerin verimliligi ihtiyac1t da gida talebine
paralel olarak artmamaktadir (Parihar et al., 2014). Diinya Toprak Haritas1 verilerine
gore diinya genelinde 954 milyon hektar (ha) tuzdan etkilenmis ve {iretkenligi
kisitlanmis araziler bulundugu bildirilmektedir. Bu tip problemli topraklar Afrika’da
80.5 milyon ha, Avrupa’da 50.8 milyon ha, Avustralya’da 357.3 milyon ha, Amerika’da
146.9 milyon ha ve Asya kitasinda 319.3 milyon ha alan {izerinde yayilmistir.
Ulkemizdeki topraklarmn %1.7’sinde (1.518.746 ha), tarim yapilan arazilerin ise
%3.8’inde (837.405 ha) tuzluluk problemlerine rastlanmaktadir. Bagka bir deyisle ¢corak
araziler iilkemiz yiiz Ol¢limiiniin % 2’sine, toplam islenen arazilerin ise % 5.48
(27.699.003 ha)’ine esdeger biiyiikliiktedir. Toplam ¢orak arazilerin % 74’i tuzlu, %2
5.5%1 tuzlu-alkali ve % 0.5’i alkali (sodyumlu) topraklardan olusmaktadir. Diinyada her
yil 10 milyon ha arazi tuzluluk problemi sebebiyle kullanilamaz hale gelmektedir
(Wang et al., 2015). Bahsedilen bu gevresel stres faktorlerden kaynaklanan yiiksek
tuzluluk orani, bitkisel liretimde verim kaybina neden olmakta, su ve arazi kullanim
etkinligini azaltmaktadir. Bu da gida gereksinimlerinin karsilanmasinda endise

yaratmaktadir (Parihar et al., 2015). Cogunlukla hiicresel diizeyde oksidatif bir hasar
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olarak ortaya cikan tuz stresi, kurak ve yar1 kurak bolgelerde verimi etkileyen 6nemli bir
faktordiir (Rezende et al.,, 2018). Gelismekte olan iilkelerde niifus yogunlugunun
artmasi ile basa ¢ikma segenegi, ekili alanin verimliligini arttirmaktan ibarettir. Bu tiir
bir genisleme, kurak ve yar1 kurak bolgelerde, su kitlig1 ve diisiik su kalitesi nedeniyle
zor olabilir. Bu durum, bu tiir iilkelerdeki bitkilerde gevresel stres olaylarinin ve ilgili
tolerans mekanizmalarinin anlagilmasini gerekli bir adim haline getirmektedir (Koubaa

etal., 2015).

Onlarca yildir kurak ve yar1 kurak ortamlarda tarim, diinyadaki en biiyiik
sorunlardan biri haline gelen toprak tuzlulugunda bir artigla karsi karsiya kalmistir
(Koubaa et al., 2015). Tuzluluk ile ilgili calismalarda asil amag, tuzlulugun tim canl
yasamina etkisinin anlasilarak, yasamin hangi Olciide tuzluluktan etkilenmedigini

belirlemektir (Aydin, 2012).

Bitkiler, tuzlu ortamda yasayabilme yeteneklerine gore halofitler ve glikofitler
ad1 altinda gruplandirilirlar (Sen, 2005). Tuzlu kosullarda hayatta kalan bitkiler, halofit
olarak adlandirilir. Halofitik tiirler, birgok canli igin zararli olan tuzluluktan
faydalanmaktadir. Halofitler, yiiksek konsantrasyonlarda ¢oziiniir tuz iceren alanlarda
yasam dongiisiinii slirdiirme yetenegine sahiptirler ve Diinya bitki Ortiisiiniin %1 ini
olustururlar. Halofitlerde tuz direnci mekanizmasi genellikle tuzdan kacinma ve tuz
toleransi olarak iki kategoride gruplandirilir. Bitkiler tuz toleransini, hiicrelerinin i¢inde
tuz iyonlar1 birikirken yasayabilirligini koruyan bazi fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikler ile saglar. Diisiik toleransla ise bitkinin tuzdan arindirilmasi ile
saglanabilir. Tuza toleransh bitkiler, tuzun toksik etkilerinden kendilerini korumak ve
fazlaliklar1 disartya atmak i¢in enerjiyi kullanirlar. Tuzdan uzak durma, hiicre i¢indeki
tuz konsantrasyonlarini en aza indirecek sekilde bazi yapisal ve fizyolojik uyarlamalart
igerebilir. Bu durum iki sekilde gergeklesebilir: ya iyonlar gecirgen membranlardan
pasif olarak uzaklastirulir ya da iyon kanallar1 yoluyla aktif olarak ¢ikarilir. Halofitler
ayrica bazi dissal tuzluluk sartlar1 ile basa ¢ikmak i¢in birtakim anatomik adaptasyon
modifikasyonlar1 da adapte eder (Parida et al., 2015). Tuza duyarl olan bitkilere glikofit
denir. Pek ¢ok bitki yliksek konsantrasyonda tuz stresini tolere edemediginden Otiirii

glikofit olarak adlandirilir (Sen, 2005).

Topraklarda tuzluluk; primer tuzluluk olarak adlandirilan dogal yollardan ya da

sekonder tuzluluk adi altinda iki farkli sekilde olusur. Primer tuzlulugun kaynaklari
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arasinda tuz deposu olan okyanuslar, ana kayalarin asinmasi ve iklimsel etmenler vardir.
Kayalar asindiginda agiga ¢ikan sodyum, kalsiyum, magnezyum, siilfat ve karbonat
seklindeki tuz iyonlar1 topragin bilinyesine alinir. Tuzlu bilesikler i¢inde ¢oziintirlik
orani en yiiksek olan bilesik sodyum kloriirdiir (NaCl). Iklim olaylar1 sirasinda yagmur
ve riizgarlar okyanus suyunun yapisinda bulunan tuzlari karaya ulastirarak topragin
yapisina katar ve bu durum primer tuzlulugu olusturur. Sekonder tuzluluga sebep olan
baslica etmenler; tarimsal olarak tek yillik bitkilerin kullanimi toprak drenajinin
yeterince 1yl olmamasi ve sulama suyunda var olan tuz bilesikleridir. Bu da toprakta
hidrolik diizenin farklilasmasina yol agar. Diizgiin yikama yapilmamasindan kaynakli
topraktan uzaklasamayan tuzlarin bir kismi bitkinin kék bolgesinde birikebilir. Topragin
yapisinda bulunan ¢oziinebilir tuzlarin miktari, bitkinin biiylime ve gelismesine engel
olacak seviyeye geldiginde tuzluluk sorunu olusur. Topraktaki tuz icerigi arttikca
bitkinin su alimi da kisitlanmaya baslanir. Bitkideki tuz konsantrasyonu, kullanilabilir
su potansiyelini diistirmeye yetecek seviyeye geldiginde ise (0.5-1.0 bar) bitki strese
girer (Ulkii, 2014). Tuzluluk problemi olan topraklarda, kiiltiir bitkilerinin ¢imlenmesi,
biiylimesi ve {iriin verimleri, toprakta mevcut olan tuzlarin cinsi ve miktarlarina bagh
olarak azalmakta ve hatta tamamen durmaktadir (Cizelge 2.2) (Sen, 2005; Wang et al.,
2015). EC, 4 dSm™ veya daha fazla oldugunda bu deger yaklastk 40 mM NaCl'ye
esdeger olmakla birlikte, 0.2 MPa'lik bir ozmotik basing olusturur. Bu esikteki topraklar
tuzlu olarak smiflandirilir (Cizelge 2.1, Cizelge 2.2) (Ekmekgi ve ark., 2005)

Cizelge 2.1: Toprak tuz diizeylerine gore bitkilerin duyarliliklart (Ekmekgi ve ark., 2005).

Tuzluluk (ECe, dS/m) Bitki Tepkisi

0-0.98 Cok az tuzlu Tuzluluk etkisi cogunlukla ihmal edilebilir

1.71-3.16 Tuzlu Cok duyarli bitkilerin iiriin  verimleri
diisebilir

3.16-6.07 Cok tuzlu Tuza dayamikli bitkiler normal {irlin
verebilir

>6.07 Asir tuzlu Tuza c¢ok dayanikli birkag bitki {riin

verebilir
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Cizelge 2.2: Tarla bitkilerinin tuz toleransi ve tuz stresine bagl olarak verim azalmalar1 (Wang et al., 2015).

Bitki Esik Deger Verimdeki azalma
Cesidi
10 25 50
EC. ECw EC. ECw EC. ECy EC. ECy

(Ds/m) (Ds/m) (Ds/m) (Ds/m) (Ds/m) (Ds/m) (Ds/m) (Ds/m)
Arpa 8.0 53 10.0 6.7 13.0 8.7 18.0 12.0
Fasiilye 1.0 0.7 15 1.0 2.3 15 3.6 24
Misir 1.7 1.1 2.5 1.7 3.8 2.5 5.9 3.9
Piring 3.0 2.0 3.8 2.6 5.1 34 7.2 4.8
Pamuk 7.7 51 9.6 6.4 13.0 8.4 17.0 12.0
Sorgum 4.0 2.7 51 34 7.2 4.8 11.0 7.2
Seker 7.0 4.7 8.7 5.8 11.0 7.5 15.0 10.0
Pancan

Toprak suyundaki tuzlar, iki nedenden dolay: bitki biiylimesini engelleyebilir.
Bunlardan birincisi, toprak ¢ozeltisindeki tuzun varliginin, bitkinin su alma kabiliyetini
azaltarak biiylime oranmin diismesine neden olmasidir. Tuzlulugun bitkiler {izerinde;
spesifik iyon toksisitesinin olugsmasi, ozmotik basincin artis1, suyun kullanilabilirliginin
azalmas1 ve alkaliteninin artig1 gibi etkileri vardir (Chinnusamy., 2005). Tuz, bitkiler
tizerindeki dogrudan etkisini osmotik ve iyon stresi olusturarak gdsterirken, dolayl
etkisini ise sekonder etki olarak adlandirilan, stres faktorleri sonucunda bitkide meydana
gelen yapisal bozulmalar ve toksik bilesiklerin sentezlenmesi ile gostermektedir
(Shams, 2019). Tuz stresinin bitkilerdeki ilk etkisi osmotik ve iyon stresidir. Bu stres
faktorleri sonucunda bitkide meydana gelen oksidatif stres ise ikinci ve dolayli etkisidir.

Toprak ¢ozeltisinin ozmotik potansiyelinin azalmasi, bitkinin mineral madde
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bakimindan beslenmesinin bozulmasi ve 6zel sodyum ve klor toksisitesi bitki biiylime
ve gelismesi lizerinde tuzlulugun zararli etkilerindendir. Ozmotik stresin sebebi su
eksikliginden kaynaklanma ile birlikte, sodyum iyonlarinin dogrudan bir etkisi
olmamaktadir. Na*, CI” ve SO, iyonlarmin yiiksek yogunluklarda birikimi spesifik
iyon toksisitesi olarak adlandirilmaktadir. Metabolizma igin zehir etkisi yaratan hiicreler
arasindaki Na® toprakta yiiksek yogunlukta bulunmaktadir ve toprakta fazla birikimi
bitkilerde biliylime ve gelismenin engellenmesine sebep olmaktadir (Marscher, 1995).
Bitkilerin normal gelismeleri icin toprakta siirekli olarak, gelismelerine engel
olmayacak diizeyde suyun bulunmasi gerekmektedir. Kok bdlgesinde suyun azalmasi,
bitkilerin su kullanimlarinin da azalmasi anlamina gelmektedir. Tuzluluk da toprak
ortaminda bitkinin suyu kolaylikla almasini engelleyen durumlardan birisidir. Kok
bolgesi ¢ozelti ortaminda tuz konsantrasyonunun artmasi ile bitkinin bu suyu alabilmek
icin harcamak zorunda kaldigi enerji miktar1 da artar ve sonucta tuzluluk arttikca

bitkinin su kullanimi azalir (Yediyildiz, 2008).

DNA, protein, klorofil ve zar fonksiyonuna zarar veren reaktif oksijen
iirlinlerinin sentezi, metabolik toksisite ve hiicre bozulmasi ise NaCl'nin bitki iizerindeki
sekonder etkisi olarak ifade edilmektedir (Shams, 2019). Bu etkilerin tiimii bitki
bliylime ve gelismesinde fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyede olumsuz
etkilere neden olarak birtakim hasarlarin olusmasina ortam hazirlamaktadir. Tim
bunlarin sonucunda ise {irlin veriminde ciddi kayiplara neden olmaktadir (Bildiren,
2018). Genel olarak tuz; daha kiigiik bitki boyutu, yaprak sayisinda ve alaninda
azalmaya sebep olur ve bu durum biiyiimede yavaslama olarak adlandirilir. Bunun yani
sira, bitki yas ve kuru agirliklarinda azalma, klorofil miktarinda azalma, meyve tat ve
kalitesinde bozulma ve buna bagl olarak verimde diisiis, tuz stresinin ortaya ¢ikardigi
etkiler arasinda yer almaktadir (Ulkii, 2014). Tuz stresinin etkisi, bitkinin tiiri,
uygulanan tuz cesidi ile konsantrasyonu ve maruz kalma siiresine bagli olarak
degismektedir. Tuzlu kosullarda bitkiler genotipik farkliliklara bagli olarak ¢ok farkl
tepkiler gostermektedir. Tuzluluga karsi verilen bu farkli tepkiler tiirler arasinda
degisebilecegi gibi ayni tiir icindeki genotipler arasinda da farklilik gosterebilmektedir
(Shams, 2019). Tarimi yapilan kiiltiir bitkilerinin tiimii, tuzluluga kars1 ayni tepkiyi
gostermezler. Bazi bitkiler tuzluluga kars1 daha hassas iken, bazi bitkiler daha
dayaniklidir. Dayanikli bitkiler, tuzlu topraklarda su gereksinimlerini karsilamak

amaciyla ozmotik etkiye karsi daha fazla giic gelistirebilen bitkilerdir. Bitkinin tuza
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dayanimlarinin incelenmesi, 6zellikle toprak tuzlulugunun belirli bir diizeyin altina
diisiiriilemedigi alanlarda, ekonomik diizeyde iiriin verebilecek bitkilerin segilerek

yetistirilmesi amaciyla 6nemlidir (Ekmekgi ve ark., 2005).

Dayanikli bitkiler, tuzlu topraklarda su gereksinimlerini karsilamak amaciyla
ozmotik etkiye karst1 daha fazla giic gelistirebilen bitkilerdir. Bitkinin tuza
dayanimlarinin incelenmesi, 6zellikle toprak tuzlulugunun belirli bir diizeyin altina
diisiiriilemedigi alanlarda, ekonomik diizeyde iiriin verebilecek bitkilerin segilerek

yetistirilmesi amaciyla énemlidir (Jan et al., 2018).

2.7 Bitkilerin Strese Karsi verdigi Yanitlar

Bitkilerin stres faktorleri karsisinda gosterdikleri cevaplarin siddeti bir¢ok etkene
bagli olarak degiskenlik gosterebilir. Bitki strese tamamen dayaniklilik gosterebilecegi
gibi, yalnizca bazi organlan strese kars1 dayaniklilik da gelistirebilir. Bitkilerde stres
dayanikliligiin derecesi, stresten kaynaklanan 6zelliklere (stresin siddeti, siiresi, maruz
kalinan stres sayisi) ve bitkiden kaynaklanan &zelliklere (stres altinda sahip olunan
doku/organ, bitkinin gelisim evresi, bitkinin sahip oldugu genotip) bagli olarak
degisebilir (Sekil 2.20) (Hale&Orcut, 1987; Dogru, 2006).

BITKINI

STRESIN SIDDETI

STRESIN SURESI GELISIM EVRESI

STRESE MARUZ GENOTIE
KALMA SAYISI d ADAPTASYON
STRES
KOMBINASYONLARI DUYARLILIK

Sekil 2.18: Bitkilerde gesitli faktorlere bagh olarak ortaya ¢ikan stres cevaplari (Dogru, 2006).
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2.7.1 Stresten Ka¢cinma

Cevresel kosullar uygun oldugu dénemde bitkinin yasamini tamamlayabilmesi
icin sahip oldugu yetenektir (Salisbury ve Ross, 1992). Yani bitkinin stresten kagmasi
kisaca stresle yiizlesmekten uzak kalmasidir (Bildiren, 2018).

2.7.2 Stres Sakinmasi

Bitkinin ortamindaki stresi ya da stres yaratabilecek faktorlerin olumsuzluklarini
azaltarak/engelleyerek stresten uzak bir i¢ ortam olusturmasi durumuna denilmektedir.
Omegin ¢olde yasayan bitkilerdeki sukkulent organlarin yagmurlu mevsimlerde bolca
su depolayarak bitkiyi sakinim mekanizmasi ile kuraklik stresinin etkilerinden

korumaktadir (Hale and Orcut, 1987).
2.7.3 Stres Adaptasyonu

Uzun siiren stres kosullar1 nedeniyle bikinin genotipinde morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal anlamda farkiliklar goriiliir ve bu farkliliklar “adaptasyon” olarak
adlandirilir. Bitkinin genotipinde meydana gelen bu degisiklikler sabit kaldigi i¢in
kusaktan kusaga aktarilmaktadir (Bildiren, 2018).

2.7.4 Stres Aklimasyonu

Bitkinin cevresel kosullara fenotipik olarak, herhangi bir genetik degisiklik
olmadan verdigi tepkidir. Bu tepkiler sonucu bitkide yeni bir morfolojik ve anatomik

yap1t meydana gelir (Gaspar et al., 2002).

2.7.5 Stres Toleransi

Tolerans mekanizmasinda bitkinin stresten etkilenmedigi ya da strese sebep olan
zarar1 tamir eden iki durum s6z konusudur. Bu ise bitkinin metabolizmasi ile stres

faktorii arasinda termodinamik varligin oldugunu gosterir (Bildiren, 2018).

Bitkiler tuz stresi ile karsilastiklarinda farkli biiyiime tepkileri gosterirler. Bu
bliylime tepkisi Munns’un (1993) iki fazli modeli ile aciklanabilir (Sekil 2.21).
Munns’un (1993) modeline gore bitkisel performansi iki 6nemli fizyolojik problem
sinirlayabilir. Ozmotik sorunlar uzayip biiylimeyi azaltmaya sebep olur ve bu birinci
asama olarak adlandirilir. Sonug olarak bitkiler bodur biiylime ve koyu yesil renklenme

gosterirler. Daha sonra iyon toksisitesi geliserek hassas bitkilerin biiyiimesi ciddi
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sekilde onlenir. Bu da ikinci asamadir. Dayanikli genotipler, hassas genotiplere gore
tuzluluk altinda daha fazla biiyiime gosterirler. iki fazli modelde, “faz 0” olarak
adlandirilan faz tuz stresinin birinci asamasindan oncedir. Bu faz tuz uygulamasindan

sonraki ilk birka¢ saat i¢indeki kisa siireli etkileri dikkat almaz.

Genel olarak biiylimede azalmayla basa ¢ikma stratejinin oldugu faz tuz stresinin
birinci fazidir. Bu durum ise genotipe bagimli olarak ortaya ¢ikar. Diisiik su potansiyeli
bitki hiicrelerinin gegici olarak suyu serbest birakip ozmotik diizenleme sayesinde
orjinal turgorunu geri kazanmasini saglar. Bitkinin yas gévde agirligi ve yaprak alani
tiretebilme kapasitesi, tuz stresinin birinci fazinda ozmotik dayaniklilik olarak Sl¢iiliir.
Tuz stresinin ilk fazinda kalsiyum beslenmesi ve fizyolojik kalsiyumun eksik olmasi da
sorun teskil edebilir. Kalsiyum eksikliginden kaynakli zarar e8ilimi tuza hassas olan tiir
ve cesitlerde dayanikli genotiplere gore daha fazladir. ik ve en onemli strateji
sodyumun kok yiizeyinden disar1 atilmasidir. Bunun sebebi, tuz stresinin ikinci faz yani
iyon toksisitesinin etkilerini azaltmaktir. Bu stratejinin temelinde bitkiye sodyum
girisinin engellenerek bitkinin i¢indeki sodyum birikimini 6nlemektir. Bu olay;
sodyumun dislanmasiyla kok yiizeyindeki iyon segici katyon kanallarindan dolay: pasif,
kok hiicresi vakuollerinin igeriye alinimi ile de kokten govdeye diisiik taginim oldugu

icin aktif olarak gergeklesir (Kose, 2015).
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Sekil 2.19: Modifiye edilmis, tuz stresi altinda iki fazli bitki biiyiime modeli (Kose, 2015;
Munns, 1993).
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2.8 Tuz Stresine Karsi Bitkilerin Gelistirdigi Tolerans Mekanizmalar:

Strese tepki ve tolerans yolaklarinin diizenlenmesi i¢in stresin taninmasi ilk adim
olarak kabul edilir. Ozmotik ve iyonik etkiler ya da membran akigsinda meydana gelen
degisiklikler ilk stres sinyali olarak kabul edilir. Bu etkiler ve degisiklikler hasar gormiis
protein ve membranlar1 korumak ya da onarmak i¢in, strese duyarli mekanizmalari
harekete gegiren sinyal verme islemi ile transkripsiyon kontrollerini baglatir (Ercan,
2008).

Stresi algilayan sinyal mekanizmalar1 spesifik olan genleri uyarmak icin gelen
sinyali iletirler. Stres kosullarinda uyarilan genlerin meydana getirdigi iriinler ikiye
ayrilir. Birincisi, stres yanitinda gorevli ve sinyal iletiminin diizenlenmesinde rol
oynayan protein faktorlerini igeren gen ekspresyonudur. Bunlar protein kinaz,

transkripsiyon faktorler, fosfolipaz C ve fosfatazdir.

Ayrica, fitohormon absisik asit (ABA) de strese cevap verme mekanizmalarinda
onemli roller oynar. Stres toleransinda gorev alan ikinci grup ise su kanali proteinleri,
cesitli osmoprotektanlarin (sekerler, prolin, glisin-betain) biyosentezi i¢in gerekli
enzimleri, makromolekiiller ve membranlari, proteazlar, Na'/H" tasiyicilart  ve

detoksifikasyon enzimlerini igerir (Ercan, 2008).

Bitkilerin tuz stresiyle basa ¢ikmak i¢in gelistirdigi mekanizmalar biyokimyasal
ve molekiiler mekanizmalardir. Tuz stresine karst toleransin arttirilmasi igin
biyokimyasal stratejiler:

1) Iyonlarin segici olarak birikimi veya uzaklastirilmas,

2) lyonlarin kokler tarafindan alinip yapraklara génderilmesinin kontrolii,
3) Iyonlarin hiicresel olarak ya da tiim bitki seviyelerinde pay edilmesi,
4) Ozmotik diizenleyicilerin sentezlenmesi,

5) Fotosentez yolunda meydana gelen degisimler,

6) Zar yapisindaki meydana gelen degisimler,

7) Antioksidatif enzimlerin indiiksiyonu,

8) Bitki hormonlarmin indiiksiyonu

seklindedir. Tuz toleransi mekanizmalar1 diisiik ya da yliksek karmasiklik seviyesinde

mekanizmalar olabilir. Iyon alimi ve alinan iyonlarn bdlmelere ayrilmasi sadece
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biiyiimelerin normalitesi i¢in degil tuzlu ortamlardaki biiylime i¢in de hayati derecede
onemlidir, ¢linkii olusan stres iyon dengesini bozmaktadir. Sitoplazmadaki yliksek
miktardaki tuzu tolere edemeyen glikofit ve halofit bitkiler tuzlu kosullarda fazla tuzu
ya vakuollerle smirlarlar ya da iyonlar1 metabolik fonksiyonlarini harekete gecirmek

icin farkli dokulara bolistiirtirler (Sen, 2005).

Bitkiler stres olusturabilecek diizeyde tuzlu ortama maruz kaldiklarinda kok
hiicrelerindeki Na* pompalar1 sayesinde Na*> u ortama geri verirler ve bu sayede
sitoplazmalarindaki Na® konsantrasyonunu tolere edebilir seviyede tutmaya calisirlar.
Bu mekanizma, vakuollerde Na* birikimine dayali bitkiye zarar vermesini engelleyen
bir mekanizmadir. Tuza toleransli olan bitkilerin, biinyelerine hassas olan bitkilere gore
daha az miktarda Na* ve CI" iyonlar aldiklarini, toksik iyonlarin etkilerini bu sayede tuz
toksisitesinden kendilerini koruduklar1 bildirilmistir (Munns, 2002).

Tuza toleransli olan bitkilerin tuzdan sakinimi ilk olarak kokler ile olur. Yani yiiksek tuz
konsantrasyonu varliginda bitkiler tuzlar1 ya igeri almaz ya da biinyesine giren tuzu,
enerji kullanarak disar1 pompalayip kurtulmaktadir. Bitkilerin tuzdan sakinim amaciyla
kullandiklar1 bir diger mekanizmada hizli biiylime gostererek birim hacimde alinan
tuzun biinyede seyreltilmesidir. Hizli biiylime sonucunda yapraklarda seyrelen tuz

miktar1 tolere edilebilir diizeylerde kalmaktadir (Bildiren, 2018).

Bitkiler tuz stresi altindayken sitozolde K* konsantrasyonunun yiiksek, Na®
konsantrasyonunun diisiik olmasini saglar. Bu durumu, H* pompalarinin ve K*-Na*
tastyicilarinin aktivitesini ve ekspresyonunu diizenleyerek gerceklestirirler. Tuz- stres
sensorlerinin bulunmasi hala zor olmasina ragmen bazi ara sinyal komponentlerinin
tanimlandig1 bilinmektedir. Bilinen komponentler arasinda, kalsiyum baglayici protein
olan SOS3 ve serin/treonin protein kinaz SOS2’den olusan protein kinaz kompleksinin
tuz stresi ile ortaya ¢ikan kalsiyumun sinyali ile aktiflestigi bilinmektedir. Bunun
sonrasinda fosforlanan protein kinaz kompleksi plazma membran Na’/H* antiporter

SOS1 gibi iyon tasiyicilar aktive eder (Kocca, 2017).

Bitki iyon dengesi ve tuz toleransinin temel regiilatorii ve tuza karsi asiri
derecede duyarli olarak olarak goriilen SOS sinyal yolu tarafindan saglanir. SOS yolu

Na+ ve K+ iyon dengesini diizenler ve genlerin kontroliinii gergeklestirir. SOS1 geninin
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kodladig1 yer plazma membram1 Na'/H" tasiyicilar, SOS2 geninin kodladigi yer bir
serin/treonin proteinkinaz ve SOS3 geni ise kalsiyum baglayici bir proteindir. SOS2’nin
SOS3 tarafindan aktive edilmesi SOS3 ve SOS2 geni birbirleriyle etkilesime girdiginde
gerceklesir. SOS2, SOS3 ile birlikte ise SOS1’i aktive ederek SOS1’in gen ekspresyonu
seviyesini kontrol eder. Tuz stresine karsi iyon dengesi ve tuz toleranst SOS1 geninin
aktiflestirilmesi ile saglanir. Fazla Na* varhginda sitosoldeki Ca*? miktar1 artar, Ca*?
sensorii olarak bilinen SOS3 sinyal yolu tarafindan algilanir ve SOS yolunu aktiflestirir.
Ortamdaki Ca*? ’nin artisi sayesinde SOS3, SOS2 proteinine baglanarak SOS2

+2

proteinini etkinlestirir. Bu da SOS2 aktivitesinin, SOS3 ve Ca™* ’ya bagh oldugunu
gostermektedir. SOS2 ve SOS3 birlikte protein kinaz kompleksini olusturarak, SOS1
geninin aktivasyonunu saglayarak fazla Na"’nin hiicre disina ¢ikmasini saglayan SOS1
proteinini sentezler. Ayrica olusan SOS2-SOS3 protein kinaz kompleksi, HKT1 geninin
etkinligini inaktive ederek Na"’nin hiicreye girisini engeller. SOS2, NHX’i (Na'/H"
tasiyicilart) aktive ederek fazla Na'’nin vakuolde depolanmasini saglar. Bu da iyon
dengesine ekstra katki saglar. Bu karmagik yap1 sayesinde CAX1” in (Ca*¥/H" antiportu)
etkinligi artar ve sitosolik olarak Ca*? dengesi saglanir. Bunlarin yaninda Ca*?
miktarinin artisi, diger Ca*? bagl proteinler (kalneksin, kalmodulin (CaM)) tarafindan
algilanir ve bu proteinler de NHX ile baglant1 kurarak NHX’in aktivasyonunu saglar.
Hiicre zarindaki reseptorlerin bu sayede tuz stresini algilamasi sayesinde fosfolipazlar
(PLC) aktiflestirilir. Aktiflestirilen PLC’ler fosfolipidlerle birlesip stres toleransinin
saglanmasinda 6nemli olan ikincil habercilerin (DAG; diagil gliserol, IP3; inositol

trifosfat) olusturulmasina neden olur. IP3’ler ise Ca*? "nin serbest kalmasimni. DAG’lar

ise protein kinazlari etkinlestirilmesini saglar (Bildiren, 2018).

ABA (fitohormon absisik asit) bitkinin su dengesinin diizeninden ve ozmotik
stres toleransindan sorumlu gibi goriinse de tohum gelisimi, dormansi (uyku hali),
c¢imlenme ve stoma kapanmasinin yani sira, ¢esitli stres etmenlerine karsi cevap olarak
merkezi bir rol oynamaktadir. Yiiksek tuz ya da kurakligin olusturdugu ozmotik stresin
iki yoldan iletiminin oldugu ¢aligmalar sirasinda goriilmiistiir. Birincisi, ABA’ya bagl,
digeri ise ABA’dan bagimsizdir. Soguk, gen ifadesi lizerindeki etkilerini biiyiik dlctide
ABA bagimsiz bir yoldan uygular (Finkelstein et al., 2002). ABA ile uyarilabilen
genlerin promotorlerinde ABA'ya yanit veren elemente (ABRE) sahiptirler. Temel 16sin
fermuar faktorii olarak bilinen (bZIP) strese neden olan genler, ABRE elemanina

baglanarak sinyal iletiminin olusmasinda islev goriir. Koornneef (1998), Arabidopsis’te
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abal, aba2 ve aba3 isimli ABA eksikligi olan mutantlar oldugunu bildirmistir. Herhangi
bir stres islemi olmadan, bu mutantlarin gelisimi, yabani tip bitkilerle karsilastirilabilir.
Tuz stresi altinda ABA eksikligi olan mutantlar da zayif biiylime gosterdigi gortilmiistiir

(Xiong et al., 2001; Ercan, 2008).

2.9 Bitki Doku Kiiltiirii ve Biyoteknolojik Yaklasimlar

Tuzlulugun da igerisinde oldugu stres faktorlerinin neden oldugu zararlar diinya
capinda biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Klasik 1slah teknolojileri ve
uygun yonetim stratejileri bitki 1slahinda onemli rol oynamaktadir. Klasik 1slah
programlarinda tiirler ve cinsler arasi melezleme ile stres toleransini indiiklemek igin
bitkilere uygun genlerin aktarimi miimkiindiir. Ancak klasik 1slah metodunda basari
orani diisliktlir ve istenilen sonuglarin elde edilmesi giigtiir (Rai et al., 2011). Cesitli
arastiricilar, klasik bitki 1slahi ile 6zellikle yabanci dollenen bitkilerde melez ¢esitlerden
yararlanarak elde edilen iriinlerin miktar ve kalitesinde artis oldugunu, 6te yandan
hastalik ve zararlilara dayaniklilik basta olmak iizere diger biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine karst ayni basarinin saglanamadigini bildirmislerdir (Aydin ve Turhan,
2009; Ulukan, 2007). Bu yiizden geleneksel bitki islahinin yani sira, bitki doku
kiiltiirleri ticari alanlarda da kullanilmaktadir. Ozellikle hastaliksiz bitki iiretimi,
sentetik tohum {iretimi, mikrogogaltim, sekonder metabolitlerin iiretimi ve kimerik

bitkilerin olusturulmasinda ilk basvurulan ve siklikla kullanilan yontemdir.

Stirdiiriilebilir tarim icin bitki elde edilmesindeki kritik problemlerin ¢odziimiinde
biyoteknolojik yaklasimlara ihtiyag bulunmaktadir (Rai et al., 2011). Bitki
biyoteknolojisi, genetik varyabilitenin elde edilmesi ve manipiile edilmesinde 1slahgilara
yardim etmektedir (Abdel-Raheem et al., 2007). Biyoteknolojik yaklagimlarin getirisi
olan bitki doku kiiltiirii teknikleri, abiyotik ve biyotik stres faktorlerinin en onemlisi
olan tuza dayanikli ve toleransli bitkilerin in vitro seleksiyonu agisindan uygun

yontemler olarak bilinmektedirler (Koubaa et al., 2015).

Di1s ortami1 olumsuz kosullarla temsil etmek i¢in uygun bir alternatif olarak kabul
edildiklerinden, in vitro yaklasimlar1 kullanan tuz stresi ¢aligmalarimin yapilmasi bir
1slah programindaki se¢cim asamasinda, bazi ¢evresel sinirlamalar bu sistem kullanilarak

¢oziilebildiginden daha 1yi beklentiler de sunmaktadir (Rezende et al., 2018).
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Biitiin kiiltiir bitkileri belli diizeylerdeki tuzluluga karsit duyarhdirlar. Bitkinin
tuzluluga duyarli olmasinin anlami, diisiik tuzluluk diizeylerinde dahi ¢6zelti icerisinde
olusan ozmotik basing degerlerinin bitki kokleri tarafindan karsilanamamasidir.
Ekonomik veya ¢evresel siirlamalar nedeniyle topraktan tuzu uzaklastirmak miimkiin
olmayabilir. Bu gibi durumlarda topraktaki tuz diizeyine tolerans gosterebilen bitkiler

secilmelidir (Ekmekgi ve ark., 2005).

Pamugun orta derecede tuza toleransh oldugu bildirilmistir; bununla birlikte, bu
tolerans sinirh degildir, ayn1 zamanda bitkinin gelisim asamasina, dokusuna ve tiiriine
gore de degisiklik gosterir. Hassas ve toleransh pamuk cesitlerinde bu 6zellikleri farkli
bilesenler belirler. Cilinkii tuz toleransi ¢oklu mekanizmalar tarafindan kontrol edilen
fizyolojik olarak karmasik bir 6zelliktir. Daha 6nceki ¢aligmalara dayanarak, bitkilerin,
tuz toleransi elde etmek icin tiim kilit mekanizmalarin tam olarak diizenlenmesi
gerektigi goriilmemektedir; aksine, tiim savunma stratejisinin bir veya birka¢ spesifik
bileseni, bir mahsulden digerine biiyiik olasilikla degisebilen dnemli bir rol oynadigi

bildirilmistir (Wang et al., 2017).

Pamuk bitkisi, biyotik ve abiyotik strese karsit oldukca duyarli oldugundan,
yogun bir mahsul yoOnetimi gerektirir. Geleneksel 1slah programlari, agronomik
ozelliklerde siirekli iyilestirmeler yapmis olsa da, daha fazla gelisme i¢in ¢ok fazla
genetik ¢esitlilik mevcut degildir (Haq, 2005). Bununla birlikte, geleneksel yontemlerle
pamugun genetik gelisimi, Ozellikle zararli bitkilere ve pamuk bitkisi i¢in O6nemli
tehditlere neden olan hastaliklara karsi, gerekli varyasyonun bulunmamasi gibi birgok

faktor nedeniyle sinirlidir.

Tuza toleransin fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarinin aydinlatilmasi igin
yapilan temel aragtirmalarda bitki doku kiiltlirii yonteminin kullanilmasinin sebebi bu
caligmalarda tamamen kontrollii ve homojen materyalin kullanilmas: ile klasik 1slah
yontemlerine gdre ¢ok sayida avantaj saglanmasidir (izci, 2007). Ayrica bu calismalarda

kisa siirede sonug alinabilmektedir.

Izci (2007), 3 farkli pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esidinin yaprak ve
hipokotil eksplantindan olusturdugu kalluslar iizerine uyguladigi artan tuz

konsantrasyonuna bagli olarak fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal degisimleri
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incelemistir. Sonuglara gore en iyi fotosentetik aktiviteyi 150 mM uyguladigi orta
derecede dayanikli olan ¢esidin verdigini ve antioksidatif enzimler ile prolin miktarinin
artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak tiim ¢esitlerde arttigini bildirmistir.

Pessarakli (2014), tuz stresi kosullar1 altinda, bitki biiytimesi, azot absorpsiyonu
ve metabolizmasi, protein sentezi ve su emiliminin etkiledigini fakat tuza dayanikli
oldugu bilinen pamugun bu faktorlerinin etkilenmedigini bildirmislerdir. Bunu da tuz
toleransi, biliyiime, besin emilimi, metabolizmasi ve su alimi arasindaki bag ile
iliskilendirmislerdir.

Sahin ve Akgali (2016), farkli pamuk cesitlerine farkli konsantrasyonda
uyguladiklart tuzun c¢imlenme {iizerine etkisini arastirdiklart c¢alismalarinda, tim
cesitlerde 100 mM ve iistiinde ¢imlenmenin durdugunu bildirmislerdir.

Renu and Goswami (1995), tuz stresinin pamukta kotiledon yapraklarinda total

klorofil ve karotenoid icerigini diisiirdiigiinii bildirmislerdir.

Zhang et al (2014), Gossypium hirsutum L.’da artan konsantrasyonda tuz stresi
uygulanan, tuza duyarli ve dayanikli oldugu bilinen iki ¢esit ilizerindeki fizyolojik ve
biyokimyasal etkileri arastirdiklar1 ¢aligmalarinda dayanikli ¢esidin duyarli ¢eside gore
daha belirgin antioksidan aktivite ile fotosentetik aktivite degistirdigini gérmiistiir.

Ayrica prolin miktarinin dayanikli ¢esitte ylikseldigini bildirmislerdir.

Ashraf and Ahmad, (2000) sera kosullarinda tuza duyarli ve dayanikli oldugu
bilinen farkli pamuk cesitlerine uyguladiklari tuz stresinin verimlerine ve iyon
birikimlerine etkisini inceledikleri caligmada artan tuz konsantrasyonundan tiim
cesitlerin etkilendigini, fakat dayanikli ¢esitte duyarli ¢eside gore daha fazla verim ile
daha fazla potasyum birikimi oldugunu, duyarli gesitte ise daha fazla iyon birikimi
oldugunu bildirmiglerdir. Bunun sebebinin pamukta daha oOnce yapilan caligmalara
dayanarak, tuz stresi altinda iyon birikiminin fazla oldugunu ve biriken sodyum iyonunu

dengede tutmak i¢in potasyum iyonunun liretiminin gergeklestigi diisiiniilmektedir.

Meloni et al (2003), pamuk bitkisinin farkli tiirlerinin melezlenmesiyle elde
ettikleri iki farkli gesitte tuz stresinin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda ¢esitlerin
fotosentetik aktivitelerinin tuz stresine bagli olarak degismedigini, fakat enzim

aktivitesinin dayanikli oldugu bilinen ¢esitte artis gosterdigini bildirmislerdir.
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Desingh ve Karaganaj (2007), iki farkli pamuk g¢esidinde artan tuz
konsantrasyonlarinin fotosentetik, antioksidan enzim aktivitesi ve prolin miktarinin
incelendigi ¢alismalarinda tiim bu parametrelerin dayanikli oldugu bilinen c¢esitte artis
gosterdigini bu ylizden de tuza karsi savunma mekanizmasinda bu parametrelerin

onemli oldugunu bildirmislerdir.

Garratt et al., (2002), Gossypium herbaceum L. pamuk bitkisinde tuza duyarl,
orta derecede toleranshi ve toleransli oldugu bilinen ¢esitlerin kallus kiiltiirlerinde tuz
stresinin etkisini aragtirdiklar1 ¢alismada artan konsantrasyonlarda uyguladiklar1 tuz
sonucu ¢esitlerin yas agirliklarinda azalma oldugunu, fakat azalmanin tuza toleranslh
oldugu bilinen c¢esitte en az oldugunu gozlemlemislerdir. Ayrica, tuz konsantrasyonu
arttikca sadece tuza toleransli oldugu bilinen ¢esidin enzim aktivitesinde Onemli

degismeler oldugunu, digerlerinde ise degisme olmadigini bildirmislerdir.

Saleh (2012), pamuk (Gossypium hirsutum L) bitkisinde 200 mM tuz
uyguladiklar1 farkli ¢esitlere karsi biiylime parametrelerini inceledikleri c¢alismada,
kontrol grubuna gore tuz uyguladiklari gruptaki biiylime parametrelerinin ¢esitlere bagli

olarak degistigini bildirmislerdir.

Bora (2014), yaptigi c¢alismada Biber (Capsicum annuum) bitkisine artan
konsantrasyonda uyguladigit (0, 50, 75, 100 mM) tuz stresi sonucunda tuz

konsantrasyonu arttik¢a biiylime ve gelismenin geriledigini gozlemlemistir.

Keles (2019), farkli konsantrasyonlarda uygulanan (0, 50, 75, 150, 300 mM)
NaCl tuz stresi altinda Aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisinin morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal parametreleri inceledigi calismasinda, gelisimin en yliksek tuz
konsantrasyonunda durdugu ve artan konsantrasyona bagli olarak bilyiime ve

gelismenin geriledigini bildirmistir.

Karakus (2008), aspir bitkisinde farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 75, 150, 300
mM) tuzluluk faktoriiniin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal parametreler
tizerindeki etkisini incelemistir. NaCl konsantrasyonu ile dogru orantili olarak tuzluluk

siddetinin artigina bagli olarak prolin iceriginin de arttig1 gézlemlenmistir.
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Kilavuz (2006), nohutta {i¢ farkli tuz ve ii¢ farkli fosforun artan konsantrasyonda
etkilerinin arastiridig1 ¢aligmada, artan tuz uygulamasiyla birlikte bitki boyu, bitkideki

yan dal sayis1 ve yas agirhiginin azaldigimi gézlemlemislerdir.

Duman ve ark (2017), Amsonia orientalis bitkisine uyguladiklar1 artan
konsantrasyonlardaki (0, 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM) tuz stresi varliginda elde
ettikleri protein miktarlarinin kontrole gore, artan tuza bagl olarak degismedigi ve

kontrole yakin sonuglar elde ettikleri goriilmiistiir.

Osswald et al (1992), tuz stresine bagli olusan oksidatif stresin olusturdugu
stiperoksit radikallerini siipliren sistemler hasar gordiigiinde ya da ¢alismadiginda, ilk
olarak plastidlerin  biitiinligiiniin ~ zarar gorerek fotosentez hizinin  azaldig
bildirmislerdir.

Reddy and Vora (1986), tuz uygulanan bitkilerin klorofil igeriginde goriilen
azalmann, klorofil pargalayan klorofilaz enziminin aktivitesindeki artisa bagli oldugu
goriisiini ileri stirmislerdir.

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde, iyon birikiminde meydana gelen artis
sebebiyle total klorofil miktarlarinda azalma goriilmektedir. Bu azalma, tuzlulugun
artmasiyla klorofilin molekiiler yapisinin bozulmasindan ve sonug¢ olarak da klorofil
sentezinin azalmasindan kaynaklanmaktadir (Canak¢1 ve Munzuroglu, 2004).

Koskeroglu (2006), misir bitkisinde ti¢ farkli tuz konsantrasyonu ve su stresinin
(normal sulama ve PEG 6000) prolin birikimi iizerine etkilerinin arastirildigi calismada,
artan tuz konsantrasyonu ve su stresi kosullarinda total klorofil ve karotenoid miktarinin
azaldiginm bildirmislerdir.

Ercan (2008), mercimek (Lens culinaris M.) fidelerine tuz ve kuraklik stresinin
antioksidan savunma sistemi ve fizyolojisi lizerine etkilerini arastirdid1 ¢alismada, tuz
stresinin prolin miktariyla dogru orantida arttigini bildirmistir.

Gehlot (2005), tuza duyarli ve toleranshi olan dort susam c¢esidi iizerinde farkl
tuz (0, 30, 50 ve 70 mM) konsantrasyonlarinin etkilerinin arastirildig1 ¢alismada, tuza
dayanikli olan ¢esidin diger ¢esitlere gore daha fazla prolin biriktirdigi bildirmislerdir.

Koca (2007), yaptig1 calismada tuz stresi uyguladiklart bitki dokularinda sonug
olarak lipid peroksidasyonunun stresin bir gostergesi oldugunu ve iiriinii olan MDA nin

enzim aktiviteleri ile arasinda ters bir oldugunu bildirmistir. Ayrica, tuz stresine bagl
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olarak artan prolin miktarmin enzim aktivitesi iizerine etkili olmasindan dolayr MDA
miktarini da 6nemli derecede azalttig1 tahmin edilmektedir.

Tuzluluk, genel olarak yaprak hiicrelerinde erken yaslanmaya sebep olmaktadir.
Bunun sonucunda da protein veya klorofil konsantrasyonunda azalma, hiicre zari
gecirgenliginde ise artis meydana gelmektedir. Tuz stresinin neden oldugu
yapraklardaki erken yaslanma ile lipid peroksidasyonu iriinii olarak bilinen
malondialdehit (MDA) arasinda bir baglant1 oldugu diistiniilmektedir (Kusvuran, 2008).

Gossett et al (1994), tuz stresine duyarli oldugu bilinen pamuk c¢esidine
uygulanan 150 mM tuz konsantrasyonu sonrast Ol¢iilen lipid peroksidasyon miktarinin
dayanikli ¢esitten %51 oraninda daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Shalata et al (1998), domatesin genotiplerinde; Karanlik (2001) bugday, Yasar
(2003) patlicanda tuza tolerans1 yiiksek oldugu bilinen genotiplerin MDA miktarlarinin
diisilk, yani daha az lipid peroksidasyonuna sahip oldugunu, tuza duyarli olan
genotiplerin ise daha fazla lipid peroksidasyonuna sahip oldugunu belirlemistir. Tuz
stresinin farkli patlican genotipleri {lizerindeki etkisini arastiran Yasar (2003), tuza
tolerans1 oldugu bilinen patlican genotiplerinin yapraklarindaki MDA miktarinin;
duyarli oldugu bilinen genotiplere gore daha diisiik oldugunu belirlemistir.

Kusvuran (2008), baz1 kavun genotiplerine tuz stresinin etkisini arastirdiklari
calismalarinda bitkinin tuzdan etkilenme diizeyi ile yapraklarda ol¢iillen MDA miktari
arasinda iliski bulundugunu gormiisler ve MDA miktarindaki artis ya da azalisa gore
yapilan siralamasinin, tuza tolerans Ozelligyle baglantili oldugunu saptamislardir.
Kavunlar1 kontrol gruplar ile karsilagtirdiklarinda tuza toleranslhi oldugu bilinen
genotipin MDA miktarlarinda konsantrasyon artisina baglh olarak azalma, tuza duyarli
olan genotiplerin ise MDA miktarlarinda artis meydana geldigini bildirmislerdir.

Tuzlulukla ilgili yapilan ¢aligmalarda GR aktivitesi ve APX aktivitesi birlikte
incelenmigtir. Celtik koklerinde, tuz stresi altinda hem toleransli, hem de hassas
cesitlerde GR aktivitesinde anlamli bir azalma oldugu gosterilmistir (Demiral ve
Tirkan, 2005).

de Azevedo Neto et al., (2006), Tuz toleranslarinda farklilik gosteren iki misir
cesidinin yapraklar1 ve koklerinde tuz stresi konsantrasyonunun artisiyla birlikte dogru
orantili olarak GR aktivitesinde artis oldugunu gostermistir.

Glutatyon rediiktaz aktivitesi Ercan (2008)’in yaptig1 ¢alismada hem kuraklikta,
hem de tuz stresi altindaki bitkilerde anlamli olarak artmistir. Tuz stresi muamelesinde

GR aktivitesi siirgiinlerde artmistir. Bu sonuglara gore tuz stresi kosullarinda
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stirgiinlerde antioksidan savunmadan GR, APX ve prolin sorumlu oldugu gosterilmistir.
Ayrica koklerde, tuz muamelesinde, GR aktivitesi 6nemli 6l¢iide artmistir ve kuraklikla
muamele edilenlerden higbir fark gostermemistir. Yine tuzda strese ugramis koklerde
GR ve APX aktivitelerinin oksidatif strese karsi savunmadan sorumlu oldugu
gosterilmistir.

Farkli patlican anag ¢esitlerinin tuzluluk stresine karsi gelisimlerini arastiran
Kiran ve ark. (2015), 150 mM tuz uyguladiklar1 farkli patlican gesitlerinin anaglarina
yaptiklar1 tayinlerde GR ve APX aktivitelerinin kontrol grubuna goére tiim ¢esitlerde
artis gosterdigini bildirmislerdir.

Yasar ve ark. (2007), tuzluluga duyarli ve dayanikli oldugu bilinen karpuz
genotiplerinin yapraklarinda tuz stresinin etkilerini arastirdiklari calismada enzim
aktivite testleri yapmuslardir. Duyarli oldugu bilinen cesitlerde glutatyon rediiktaz
aktivitesi tuz uygulanan grupta kontrol grubuna gore azalma, dayanikli oldugu bilinen
cesitlerde ise artig gostermistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi ize tuz uygulanan
gruplarda iki ¢esitte de kontrole gore artig gostermistir.

Hernandez et al., (1995), bezelyede tuz stresi uygulamasinin APX enzimi
aktivitesini tolerant ¢esitte artirdigini, duyarli ¢esitte ise etki etmedigini bildirmistir.

Gossett et al., (1994) pamukta, Hernandez et al., (1995) bezelyede, Karanlik
(2001) bugdayda tuzlu kosullarda dayanikli bitkilerin, duyarli olanlara gore daha yiiksek
oranlarda artan GR enzim aktivitelerine sahip olduklarmi bildirmislerdir. Shalata and
Tal (1998), domatesin tuza hem toleransl ve duyarl genotiplerinde, GR aktivitelerinin
tuz stresi altinda azalma gosterdigini bildirmistir. Ayni ¢aligmalarda paralel olarak APX
aktivitelerinin dayanikli g¢esitlerde tuz stresine bagli olarak daha fazla arttig1
bildirilmistir.

Zhang et al. (2014), Gossypium hirsutum L.’da; Mostofa et al. (2014), Oryza
sativa’da; Gao et al. (2015), Solanum tuberosum’da; Talaat (2015), Phaseolus
vulgaris’de yaptiklar ¢alismada tuz stresi uygulanan orneklerin kontrole gére, SOD

aktivitesinde artig oldugu bildirilmistir.

Jebera et al. (2005), fasulye bitkisine ait farkli genotiplerle yaptiklari
caligmalarinda ise tuza toleransli genotipin daha yiliksek antioksidan aktivite
gosterdigini, bu sayede tuz stresinden daha az etkilendigini bildirirken, SOD enzim
aktivitesi ile tuzu tolere edebilme kabiliyeti arasinda kuvvetli bir sekilde iliski oldugunu

vurgulamiglardir.
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Yilmaz ve Seyda (2015), yaptiklar1 ¢alismada ise P. vulgaris‘de tuz stresine
maruz birakilan grubun SOD aktivitesi kontrol grubuna gore belirgin degisiklik

gostermemistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Kullamlan Kimyasallar

2-Tiyobarbiitirik asit (Merck)

3,3’ diaminobenzidin (DAB) (Santa Cruz)

4-(2-Pyridylazo)resorcinol (Acros)

Amonyak (Merck)

Asetik Asit (Merck)

Aseton (Sigma, Germany)

Askorbik asit (Merck)

DPPH (Santa Cruz)

Etanol (Sigma, Germany)

Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma, Germany)

Fenil metil stilfonil florid (Alfa Aesar)

Gliserol (Isolab)

Hidrojen peroksit (Carlo Erba)

Jelatin (BD)

L-metiyonin (Duchefa)
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Metanol (Merck)

B-NADP(H) (Sigma, Germany)

Ninhidrin (Merck)

Nitroblue tetrazolyum (NBT) (Duchefa, Germany)

Oksidize glutatyon (Sigma, Germany)

o-fosforik asit %85 (Carlo Erba)

Perklorik asit %60 (Merck)

Polivinil pirolidon (PVP) (Sigma, Germany)

Potasyum titanyum oksalat (Alfa Aesar)

Potasyum iyodid (Sigma, Germany)

Potasyum fosfat tamponu (Carlo Erba)

PVP-10 (Duchefa)

Riboflavin (Alfa Aesar)

S1v1 azot

Sulfosalicylic Acid Dihydrate (Merck )

Tampon soliisyonu (Hidrojen Fosfat) (Merck, Germany)

Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma, Germany)

Toluen (Merck)
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Trikloroasetik asit (TCA) (Sigma, Germany)

Trolox (Santa Cruz)

3.1.2 Kullanilan Cihaz ve Aletler

Buzdolab1 +4 °C (Argelik)

Derin dondurucu -20 °C (Argelik)

Etiiv (Niive FN 500)

Floresan mikrokobu (Olympus)
Hassas terazi (Preciso XB 220A)

Manyetik karistirici (IKA C-MAG HS 7)

Mikropipet (Thermo, USA)

Mini santrifiij (eppendorf 5415R)

pH metre, inoLab (wtw, level 1)

Sogutmali santrifiij (Hettick)

Spektrofotometre (Optizen)

Vorteks (BIOSAN FVL- 2400N)

3.1.3 Bitki Materyali

Proje materyali olarak Nazilli Pamuk Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilen tuz stresine

tolerant “Carmen” ve duyarli “NM-503" pamuk c¢esitlerine ait tohumlar kullanilmigtir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Tohum Yyiizey sterilizasyonun yapilmasi ve tohum Kiiltiirlerinin
kurulmasi

In vitro ¢imlendirme denemeleri i¢in yar1 kat1 2 MS (Murashige and Skoog,
1962) besin ortami kullanilmistir (Cizelge 3.1). Yar1 kat1 besin ortaminin hazirligi igin,
ilk olarak onceden hazirlanan stok ¢ozeltilerden 1 litre besin ortamu igin eklenmesi
gereken miktarlarin yarisi pipetle cekilerek besin ortaminin yapilacagi behere
aktarilmigtir. Daha sonra besin ortamima eklenmesi gereken kimyasallar ve karbon
kaynaginin yarist (15 g/L siikroz) tartilarak ilave edilmistir. Son olarak hacim distile su
ile 1 litreye tamamlanmistir. Kat1 bilesikler iyice ¢dziindiikten sonra seyreltilmis 1IN
NaOH (sodyum hidroksit) veya IN HCI (hidrojen kloriir) kullanilarak pH 5.8’e
ayarlanmigtir. Besin ortami, 3.5 g/L gelrite ilave edildikten sonra besin ortami manyetik
karigtiricilt 1siticida bulanikligi gidene kadar kaynatilmis ve sicak olarak 210 mL’lik
kavanozlara her biri 25 mL igerecek sekilde paylastirilmigtir. Agizlar1 kapakla kapatilan
kiiltiir kavanozlari, steril edilmek amaciyla 121°C’de, 105 kPa basingta 15 dakika siire
ile otoklavlanmistir. Calisma kapsaminda kullanilan temel besin ortaminin igerikleri

Cizelge 3.1°de verilmistir (Murashige and Skoog, 1962)



Cizelge 3.1: MS ortam kompozisyonu (Murashige and Skoog, 1962).

Bilesikler

Makro Elementler
NH,NO,

KNO;

CaCl,.2H,0
MgS0,.7H,0
MgCl,

KH,PO,
(NH,)2SO,4
NaH,PO,.H,0
Mikro Elementler
Kl

H;BO;3
MnSQO,4.4H,0
MnS0O,.H,0
ZnS0,4.7H,0
Na,M00,.2H,0
CuS0,4.5H,0
CoCl,.6H,0
Na,.EDTA
FeS0,.7H,0
Organik Bilesikler
Myo-Inositol
Nikotinik Asit
Pridoksin-HCI
Thiamin-HCI
Diger Bilesikler
Glisin

Sukroz

Glukoz

Murashige and
Skoog (MS) besin
ortam (1962)

MS

1.650

1.900

440

370

170

MS
0,83
6,2
22,3
8,6
0,25
0,025
0,025
37,3
27,8
MS
100
0,5
0,5
0,1
MS

30.000
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Miktar (mg/L)

2 MS

2 MS
825
950
220
185
85

2 MS
0,42
3,10
11,15
4,30
0,13
0,01
0,01
18,65
13,90
2 MS
50
0,25
0,25
0,05
2 MS

15.000

Gamborg (B5)

besin ortam

(1968)
B5
2.500
150
250

134
150
BS
0,75

10

0,25
0,025
0,025
37,3
27,8

100

20.000

Kallus
(Modifiye MS)

ortam

Modifiye MS
1.650

1.900

440

370

750

170

Modifiye MS
0,83

6,2

22,3

8,6

0,25

0,025

0,025

37,3

27,8
Modifiye MS
100

1

1

10

Modifiye MS

30.000
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Tohumlar; oncelikle tohum kabugunu inceltmek amaciyla % 98’lik Siilfiirik
asitte (H,SO,) 3-4 dakika calkalanip, akabinde steril saf su ile durulanmistir. Ardindan
% 0.01'lik Tween-20 eklenmis % 20'lik ticari sodyum hipoklorit (NaClO-aktif klor
icerigi % 4-5 olan) ¢ozeltisi ile 20 dakika calkalanarak steril edilmis ve ii¢ kez steril saf
suda durulanarak sterilizasyonu yapilmistir. Sterilizasyonu gergeklestirilen tohumlar son

olarak 24 saat boyunca steril saf su igerisinde bekletilmistir.

3.2.2 Tohumlarin ¢cimlendirilmesi ve steril fidelerin elde edilmesi

Yirmi dort saat sonunda steril tohumlarin fazla sular1 steril pegete ile alinarak
tohumlar % 0.3 gelrite igeren ve pH’1 5,8’e ayarlanmis 2 MS (Murashige and Skoog,
1962) besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiir kab1 olarak 25 mL besin ortami
iceren 210 mL hacimli kavanozlar kullanilmistir. Her bir ¢esit i¢in 100’er adet tohum
kiiltiire alinmis ve kiiltlirler 8 saat karanlik/16 saat aydinlik fotoperiyotta, 25 + 2 °C
sicaklikta ve 3500 lux 1s1k siddetinde muhafaza edilmistir. Muhafaza edilen kiiltiir
ortamindaki 7 giinliik steril fideler Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1: Steril Fide

3.2.3 Kallus kiiltiirlerinin ve tuz stresinin olusturulmasi

Kallus kiiltiirlerini baslatmak amaciyla, steril olarak ¢imlendirilen 7 gilinliik
fidelerden 1-1.5 cm uzunlugunda kesilen hipokotil eksplantlar1 kullanilmistir.
Eksplantlar; MS tuzlari, BS (Gamborg et al, 1968) vitaminleri, 0.1 mg/L 2.4-D, 0.5
mg/L Kinetin, % 3 Glukoz igeren, % 0.3 gelrite ile yar1 kat1 hale getirilmis ve pH’1

5,8’e ayarlanmis besin ortaminda kiiltiire alinmislardir. Kiiltiir kab1 olarak 25 mL kallus
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ortami igeren 210 mL hacimli kavanozlar kullanilmigtir ve kiiltiirler 8 saat karanlik/16
saat aydinlik fotoperiyotta, 25 + 2 °C sicaklikta ve 3500 lux 1s1k siddetinde muhafaza
edilmistir. Kallus kiiltiirlerini olusturmak amaci ile kiiltiire alinan hipokotil eksplantlar1
tizerinde olusan kallus dokusu izole edilerek 3 hafta sonra ayni besin ortaminda birinci
altkiiltiir ortamlarina transfer edilmistir. Kalluslar1 ¢ogaltmak amaci ile kiiltiirler her ii¢

haftada bir altkiiltiire alinmistir. Dort altkiiltiir sonunda tuz denemelerine gegilmistir.

3.2.3.2 Kallus kiiltiirlerinde farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanmasi

Uygun tuz konsantrasyonunu belirlemek amaciyla kabin igerisinde 1.0 g
agirliginda ayni renk ve tekstiire sahip kalluslar tartilarak 0-50-100-150-200-250-300-
350-400 mM NaClI igeren ayni kallus olusumuna yonelik besin ortamlarinda kiiltiire
alinmuslardir. Kiiltiir kab1 olarak 25 mL besin ortami iceren 210 mL hacimli kavanozlar
kullanilmigtir. Her bir kavanoza 1.0 g agirliginda kallus aktarilmistir. Denemeler {i¢
tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve her bir tekerriir igin 7 eksplant kullanilmustir.
Kiilttirler 8 saat/karanlik 16 saat aydinlik fotoperiyotta, 25 + 2 °C sicaklikta ve 3500 lux
151k siddetinde bekletilmis ve 4. hafta sonunda gézlem yapilmustir.

3.2.3.3 Kallus Kkiiltiirlerinde wuygun tuz Kkonsantrasyon skalasinin

belirlenmesi

Tuz uygulamasindan dort hafta sonra her ortamda gelisen kalluslarin yas
agirliklan ol¢iilmiis ve kallus rengi, kallus yapisi, kararma yilizdesi (%) belirlenmistir.
Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz kalan kalluslarda gelisimin geriledigi ve
siirlandigr konsantrasyonu yas ve kuru agirlik biiyiime oranlarma gore 400 mM olarak

belirlenmistir.
3.2.4 Morfolojik gézlem parametreleri

Her iki g¢eside ait kalluslarin kontrol ve tuz uygulamas: yapilan gruplarinda

asagidaki parametreler incelenmistir.
3.2.4.1 Kallus rengi

Iki geside ait olan kalluslari, maruz kaldig1 konsantrasyonlar, her hafta
incelenerek 30. giin sonunda renk skalalarina gore ayrilarak ylizde dagilim
hesaplanmistir. Sekil 3.2, Sekil 3.3. ve Sekil 3.4’te kalluslarin renginin hangi skalaya

gore belirlendigi gosterilmistir.



Sekil 3.2: Kallus renk skalasinda yesil renge sahip kallus olarak nitelendirilen kallus rengi

Sekil 3.3: Kallus renk skalasinda krem renge sahip kallus olarak nitelendirilen kallus rengi

Sekil 3.4: Kallus renk skalasinda kahverengine sahip kallus olarak nitelendirilen kallus rengi

3.2.4.2 Kallus Yapisi

30.glin sonunda iki ¢eside ait farkli tuz konsantrasyonuna maruz kalan kalluslar

kompakt (sert) veya gevsek (yumusak) olarak gruplandirilmistir.

3.2.4.3 Kallus olusum yiizdeleri (%)

Tuz denemelerinden Once kalluslarin olusmasi i¢in olusan fidelerin hipokotil
kismindan kavanoz basina 3’er adet olmak iizere 30 adet kavanoz igerisine toplamda 90
adet eksplant kiiltiire alinmis ve 1 hafta sonra her bir kavanozdan kallus olusumlari

hesaplanarak kallus olusum yiizdeleri belirlenmistir.
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3.2.4.4 Kararma yiizdesi (%)
Tuz denemelerindeki her bir ¢eside ait her konsantrasyondaki tekerriirlerde 7
adet olmak {lizere toplamda 21 kavanozun kalluslarima ait kararma ylizdesi

hesaplanmustir.
3.2.4.5 Kontaminasyon yiizdesi (%)

Tuz denemelerindeki her bir ¢eside ait her konsantrasyonda kontaminasyon

yiizdesi hesaplanmistir.
3.2.5 Fizyolojik gozlem parametreleri

Her iki ¢eside ait kalluslarin kontrol ve tuz uygulamasi yapilan gruplarinda

biiylime 6zellikleri ile iliskili olarak:

3.2.5.1 Kallus yas agirhgi

Her iki pamuk ¢esidindeki kontrol grubu ile tuz stresi uygulanan gruplarin her
tekerriiriindeki kavanozlardaki kalluslarin 4 hafta sonra tartilarak yas agirlik 6lgiimleri

yapilmistir.

3.2.5.2 Kallus kuru agirhgi

Her iki pamuk ¢esidinde kontrol ve tuz stresi uygulanan kallus gruplarindan 4
hafta sonra 1 gram tartilarak 70 °C sicaklikta 72 saat siire ile kurumaya birakilmis ve

agirlik 6lgtimleri yapilmistir.

3.2.5.3 Kuru agirlik oram (%)

Olgiimleri yapilan her iki pamuk cesidinin kontrol ve tuz stresi uygulanan kallus

gruplarinin yas agirliklarinin kuru agirliklarina oraninin yiizdesi belirlenmistir.

3.2.5.4 Kallus gelisim skalas1

Her iki pamuk c¢esidinde kontrol ve tuz stresi uygulanan kallus gruplar1 4 hafta
sonra renk, yas agirlik gibi fizyolojik parametrelerine gore biiyliime gelisme skalasi

olusturularak lethal konsantrasyon belirlenmistir.
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3.2.6 Biyokimyasal Parametreler
3.2.6.1 Klorofil iceriginin belirlenmesi

Arnon (1949) yontemine gore kalluslarin klorofil a,b ve total klorofil igerikleri
belirlenmistir. Iki ¢esit icin de her bir konsantrasyondaki kalluslardan 0.1 g &rnek
tartilarak %80’lik aseton c¢ozeltisi ile porselen havanda doviilmiistir. Elde edilen
homojenatlar filtre kagidi ile siiziilerek 663, 646 ve 470 nm dalga boyunda
spektrofotometrede absorbans oOlglimleri yapilmistir. Klorofil a, klorofil b ve total
klorofil igerigi asagidaki formiiller ile belirlemistir. Deneyler her bir konsantrasyon igin

4 tekrarli olarak yapilmistir.

I. Klorofil a (mg g™) = [(12.21x A663) — (2.81 x A646)] x mL aseton/mg yaprak
miktari

Il. Klorofil b (mg g) = [(20.13 x A646) — (5.03 x A663)] x mL aseton/mg yaprak
miktari

I11. Total Klorofil = Chla + Chlb

IV. Total Karotenoid Miktar1 (mg g™): 1000 x A470)-(2.27 x Chl a)-(81.4 x Chl
b))/227) x mL aseton) / mg yaprak miktari

3.2.6.2 Reaktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi
3.2.6.2.1 Lipid peroksidasyonun belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu iiriinlerinin seviyesi Cakmak and Horst (1991) yontemine
gore Malondialdehit (MDA) miktar ile belirlenmistir. MDA miktarim1 belirlemek i¢in
0.3 g bitki yapragt 3 mL %0.1 Trikloroasetik asit (TCA) ile porselen havanlarda sivi
azot eklenerek buz ilizerinde doviilmiis ve homojenat 4500 rpm de 30 dk +4 derecede
santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatantlar MDA ve Hidrojen peroksit (H,0,)
analizleri i¢in ayrilmistir. Pigment materyallerinden kaynaklanabilecek fark: diizeltmek
icin Tiyobarbitiirik asit (TBA) iceren ve TBA igermeyen olmak iizere 2 farkli paralel
tiip hazirlanmistir. Ik tiipte 0.5 mL siipernatant 1.5 mL % 20 TCA (w/v) ile ikinci tiipte
ise 0.5 mL siipernatant 1.5 mL %0.5 TBA igeren %20 TCA (w/v) ile karigtirilmistir.
Ornekler 30 dk boyunca su banyosunda kaynatilmis ve ardindan buz banyosunda
sogutulduktan sonra oda sicaklifia gelmesi igin bekletilmistir. Orneklerin 532 ve 600
nm dalga boyunda absorbanslar1 spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir. Deneyler dort tekrarl

olarak yapilmistir. Sonuglarin hesaplanmasi;
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E= E’s532-E’600
uM MDA per 1 g fw = (Ex2)/7.75 Formiiliine gore yapilmistir.

3.2.6.2.2 Hidrojen peroksit (H,0) i¢eriginin belirlenmesi

Hidrojen peroksit seviyeleri (H,O,) Alexieva ve arkadaslarinin yontemine goére
Olgtilmiistiir. Taze kallus dokulari (0.2 g), % 0.1 (w/v) trikloroasetik asit (TCA) ile
homojenize edilmis ve 12.000 g'de 15 dakika boyunca +4 °C'de santrifiijlenmistir.
Stipernatan (0.05 mL), 0.5 mL 10 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) ve 1 mL 1M
potasyum iyodiir (KI) iizerine ilave edilmistir. Son olarak, reaksiyon karisiminin

absorbans1 390 nm'de Ol¢iilmiistiir.

H,0;, miktari, 0.1 ila 1 mM arasinda degisen bilinen H,O, konsantrasyonlarindan
hazirlanan standart bir egri kullanilarak hesaplandi. Deneyler dort tekrarli olarak

yapilmustir.

3.2.6.2.3 Prolin miktarinin belirlenmesi

Prolin miktar1 Bates ve arkadaslarinin kullandig1 yonteme gore belirlenmistir. 1
g bitki materyali 10 mL, %3 siilfosalisilik asitte ¢oOziilmiistiir. Homojenat filtre
kagidindan gegirilerek sitiziilmistiir. Siiziilen filtratin 2 mL'si tiiplere eklenip iizerlerine
2 mL asetik asit ve ninhidrin reaktifi eklenmis ve karisim vortekslenmistir. Karisimlarin
iistli parafilmle kapatilarak sicak su banyosunda 1 saat bekledildikten sonra 5 dk soguk
su banyosunda oda sicakligina gelmesi beklenmistir. Daha sonra {lizerlerine 2 mL toliien
eklenerek karisim vortekslenmis ve iki katman olusturulmustur. Pembe renkteki
reaksiyon Uriiniinii igeren Ustteki toliien tabakasi alinarak toliien koriine kars1 518 nm’de

okunmustur.
3.2.6.3 Antioksidan Enzim Denemeleri

3.2.6.3.1 Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Iki gesit igin her konsantrasyondan 1 g kallus 6rnegi 500 pl 0.1 M Fenil metil
stilfonil florid (PMSF) eklenmis ve 50 mL 0.1 M K-fosfat (pH 7.8) tamponu ile 0.04 g
Polivinil pirolidin (PVP) eklenerek buz iizerinde porselen havanda azot eklenerek

doviilmistiir. Homojenatlar santrifiij tiiplerine alinarak 12000 g de 30 dakika boyunca
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+4 °C’de derecede santrifiij edilmis ve enzim analizleri i¢in ependorflara dagitilmistir.

Ependorflar -20 °C’de derin dondurucuda saklanmustr.

3.2.6.3.2 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Bradford (1976) yontemine gore, enzim analizleri i¢in hazirlanan ekstraklardan
tiiplere 300 uL bitki ekstresi, 200 pL ve deiyonize su ve 5 mL 5/1 oraninda seyreltilmis
Bradford ¢ozeltisi eklenmistir. Vorktekslenen tiipler 10 dakika karanlikta bekletildikten

sonra 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢timleri alinmistir.

3.2.6.3.3 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi (SOD; E.C.
1.15.1.1)

SOD aktivitesinin belirlenmesi, SOD varliginda ya da yoklugunda formazonlarin
miktarinin 6l¢limii prensibine dayanan Beauchamp and Fridovich (1971) yontemine

gore yapilmustir.

Deneyde hazirlanan bitki ekstreleri 50, 100, 150 ve 200 pl olacak sekilde
kiivetlere dagitilmistir. Ekstrelerden 50, 100 ve 150 uL konulan kiivetlere sirasi ile 150,
100 ve 50 pL 0.1 M K-fosfat (pH 7.8) ekstraksiyon tamponundan eklenerek seyreltme
yapilmistir. Daha sonra {izerlerine, icerigi 0.05 M K-fosfat tampon (7.8) 1 mM
Nitrotetrazolyum Blue (NTB), 0.1 M L-metiyonin, 0.01M Na;EDTA, 0.2 M Riboflavin
olacak sekilde hazirlanan 3 mL reaksiyon karigimi eklenmistir. Kor olarak 200 pL
ekstraksiyon tamponu ve 3 mL reaksiyon karisimi kullanilmigtir ve karanlikta
saklanmistir. Hazirlanan Ornekler ise floresan lambanin altina alinarak 10 dakika
boyunca aydinlatilmistir ve daha sonrasinda tekrar karanliga alinmistir. Absorbans
degerindeki degisim spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda oOlgiilmiistiir.
Hesaplamalar protein miktarinin fotorediiksiyon inhibisyonunun % 50’si olarak

yapilmistir.
3.2.6.3.4 Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi (CAT; E.C. 1.11.1.6)

CAT aktivitesi H,0; igeriginin azalmasi 6lgiilerek Bergmeyer (1970) yontemine

gore belirlenmistir.

Denemede kiivetlere sirasi ile ImM EDTA igeren 0.05 M K fosfat tampon (pH
7.0), bitkilerden elde edilen enzim ekstresinden 0.2 mL ve %3 H,0, eklenmistir. Korde
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ise H,O, yerine deiyonize saf su kullanilmistir. Reaksiyon son olarak eklenen H,O; ile
baslatilarak spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda absorbans degisimi takip
edilmistir. Hesaplamalar bir iinite CAT 1 dakikada yikilan pmol H;O;, miktar1 olarak

belirlenmistir ve H,O, molar yok olma katsayisi (40) baz alinarak yapilmistir.

3.2.6.3.5 Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi (POX; E.C. 1.11.1.7)

Herzog and Fahimi (1973) yontemine gore 3,3’- diaminobenzidin
tetrahidrokloridin  oksidasyonunun sonucu olan kahverengi-kirmizi oksidasyon

tirliniiniin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.

Denemede; hazirlanan enzim ekstreleri, DAB soliisyonu ve H,O; kullanilmstir.
Reaksiyon karisiminda kiivetlere sirasiyla DAB soliisyonu, 0.2 mL enzim ekstresi, %0.6
H20, eklenmistir. Korde ise H,O; yerine deiyonize su kullanilmistir. H,O, eklenmesiyle
baslatilan enzim reaksiyonu 465 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans
degeri degisiminin takip edilmesi ile belirlenmistir. Hesaplamalarda spesifik POX
aktivitesi kullanilmstir.

3.2.6.3.6 Askorbat Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi (APX; E.C.
1.11.1.11)

Gonzales et al (1998), yontemine gore, APX kinetiklerinin 6lgiimii askorbatin

dehidroaskorbata oksidasyonunun belirlenmesi ile yapilmistir.

Reaksiyon karigiminin igerigi sirasiyla ImM EDTA iceren 0.05 M K fosfat
tamponu (pH 7.8), 0.03 M askorbik asit, 0.1 mL bitki ekstresi, %0.03 H,O, olacak
sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon H,O, eklenmesi ile baslatilmis ve 290 nm dalga
boyunda absorbans degerindeki azalma 1 dakika boyunca takip edilmistir. Kérde H,0,
yerine deiyonize su kullanilarak 6lgiimler kore karsi okunmustur. Hesaplamalar igin ise

askorbatin molar absorbans katsayis1 kullanilmstir (e= 2.8 mM™ cm™),

3.2.6.3.7 Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Belirlenmesi (GR; E.C. 1.6.4.2)

Oksidize glutatyonun NADP(H)’1 indirgemesi kinetigine bagli olarak Carlberg

and Mannervik (1985) yontemine gore yapilmistir.

Yapilan denemede aktivite, 30 °C sicaklikta belirlenmistir. 3 mL’lik kiivetlere

0.06 M K-PO, tamponu (pH 7.4), 20 mM okside glutatyon 2mM NADP(H) eklenmistir.
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Uzerlerine 0.2 mL bitki enzim ekstresi eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Reaksiyon
kinetikleri spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda takip yapilarak belirlenmistir.
Olgiimler kore kars1 yapilmistir. Hesaplamalar spesifik GR aktivitesi olarak yapilmustir.

3.2.6.3.8 DPPH Antioksidan Kapasite Tayini

Antioksidan kapasite tayininde Brand ve arkadaslarinin yontemi kullanilmastir.
DPPH 0.5 gram kallus 10 mL %80’lik etanolde homojenize hale getirilmistir.
Homojenatin siipernatantindan  0.05 ml alinip dstiine 2,2 difenil-1-pikril-hidrazil
(DPPH) ¢6zeltisinden 1.95 ml eklenerek 2 mL’ye tamamlanmistir. 515 nm’de absorbans
azalis1 gozlemlenmistir. Kor olarak metanol kullanilmistir. Kontrol olarak ise 1.95 mL
DPPH c¢ozeltisinin 0.05 MI su ile 2 mL’ye tamamlanmasi ile elde edilen ¢ozelti

kullanilmistir. % Scavange miktarlar agagidaki esitlige gore hesaplanmustir.

% Scavenging= (1-(AbSmek)/AbS(kontrol)) *100
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4. BULGULAR
4.1 Morfolojik Gozlem Parametreleri
4.1.1 Kallus Rengi

Sekil 4.1,4.2,4.3,4.4,4.5, 4.6, 4.7, 4.8,"da Carmen ve NM-503 ¢esitlerinin

artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak 4 hafta igerisindeki renk degisimleri verilmistir.

Sekil 4.1: NM-503 ¢esidine ait kalluslarin kontrol grubunun 4 haftalik gézlemde goriintiileri ((a): 1.hafta
(b): 2.hafta (c): 3.hafta (d) : 4 hafta)
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Sekil 4.2: NM-503 ¢esidine ait kalluslarin 100 mM NaCl uygulanan grubun 4 haftalik gézlemden
gortintileri ((a): 1.hafta (b): 2.hafta (c): 3.hafta (d) : 4 hafta)

Sekil 4.3: NM-503 ¢esidine ait kalluslarin 200 mM NaCl uygulanan grubun 4 haftalik gézlemden
gortintiileri ((a): 1.hafta (b): 2.hafta (c): 3.hafta (d) : 4 hafta)
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Sekil 4.4: NM-503 ¢esidine ait kalluslarin 400 mM NaCl uygulanan grubun 4 haftalik gézlemden
gortinttleri ((a): 1.hafta (b): 2.hafta (c): 3.hafta (d) : 4 hafta)

Sekil 4.5: Carmen ¢esidine ait kalluslarin kontrol grubunun 4 haftalik gézlemden goriintiileri ((a): 1.hafta
(b): 2.hafta (c): 3.hafta (d) : 4 hafta)
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Sekil 4.6: Carmen ¢esidine ait kalluslarin 100 mM NaCl uygulanan grubun 4 haftalik gézlemden
goriinttleri ((a): 1.hafta (b): 2.hafta (c): 3.hafta (d) : 4 hafta)
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Sekil 4.7: Carmen ¢esidine ait kalluslarin 200 mM NaCl uygulanan grubun 4 haftalik gdzlemden
goriinttleri ((a): 1.hafta (b): 2.hafta (c): 3.hafta (d) : 4 hafta)



63

Sekil 4.8: Carmen ¢esidine ait kalluslarin 400 mM NaCl uygulanan grubun 4 haftalik gézlemden
goriinttleri ((a): 1.hafta (b): 2.hafta (c): 3.hafta (d) : 4 hafta)

Sekil 4.9’da goriildiigii tizere, yapilan ¢alismada tuz stresi uygulanan gesitlerde
Carmen ¢esidi i¢in en fazla yesil renk ylizdesine sahip konsantrasyon % 76 ile 100 mM
tuz uygulanan grup iken, NM-503 g¢esidi igin ise en fazla yesil renk yiizdesine sahip
grup %77.77 ile kontrol grubu olarak gozlemlenmistir. Her iki ¢esit igin de kontrol
grubu ve 100 mM tuz uygulanan gruplarin yesil renge sahip kalluslarin sayisi
birbirlerine yakinken uygulanan tuzun konsantrasyonu arttik¢a yesil renge sahip
kalluslarin yiizdesinde azalma gozlemlenmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 400 mM
tuz konsantrasyonunun uygulandigi Carmen ¢esidinde ise hi¢ yesil renge sahip kallus
olusmazken ayni konsantrasyonda NM-503 cesidinde % 40 miktarda yesil renge sahip

kallus gozlemlenmistir.
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Sekil 4.9: Tuz stresi uygulanan her iki ¢esitte degisen konsantrasyonlara bagl olarak biiyiiyen kalluslarda

yesil renge sahip kalluslarin yiizde olarak dagilimi.

Yapilan calismada Sekil 4.10°daki verilerde tuz stresi uygulanan g¢esitlerin her
ikisinde de (Carmen ve NM-503) en fazla krem rengi yiizdesine sahip konsantrasyon, %
30.76 ile 200 mM olarak gozlemlenmistir. Carmen ¢esidi i¢in 400 mM tuz uygulanan
grupta hi¢ krem rengi goézlemlenmezken rengin bu gesitte yiikselen konsantrasyonla
beraber yesilden kreme korelasyonlu bir sekilde arttigi goriilmiistiir. NM-503 ¢esidinde

ise en az krem renge sahip kallus grubunun % 4 ile 100 mM tuz uygulanan grup oldugu

100 200

Kontrol

gbzlemlenmistir.

Krem Renge Sahip
Kalluslarin Yiizdesi (%)

o

400
m Carmen NM-503

Sekil 4.10: Tuz stresi uygulanan her iki ¢esitte degisen konsantrasyonlara bagli olarak biiyliyen

kalluslarda krem renge sahip kalluslarin ytizde olarak dagilimi.
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Sekil 4.11°deki verilere gore kahverengine ait kalluslarin iki c¢esitte de
grafiklerine baktigimizda ise uygulanan konsantrasyon arttikca kahverengine sahip
kalluslarin yiizdesinin arttig1 goriilmistiir. Bu yiizden miktarlarinin Carmen ¢esidindeki
tiim gruplarda NM-503 ¢esidine kiyasla ¢ok daha fazla arttigi gozlemlenmistir. Carmen
cesidinde en diisiik miktarda kahverengi kallusa sahip konsantrasyon % 12 ile 100 mM
iken, en yliksek kahve rengi kallus grubuna sahip konsantrasyonun ise % 100 ile 400

mM oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.11: Tuz stresi uygulanan her iki ¢esitte degisen konsantrasyonlara bagli olarak biiyiiyen

kalluslarda kahve renge sahip kalluslarin ylizde olarak dagilimu.

4.1.2 Kallus Yapisi

Sekil 4.12°deki verilere gore, Carmen ¢esidinde tuz uygulanan konsantrasyon
arttikca degisen kallus yapisina bakildiginda, baslangicta tuz uygulanmayan kontrol
grubunda kalluslarin yumusak/gevsek yapida oldugu fakat artan konsantrasyonla
birlikte uygulanan en yiiksek konsantrasyon olan 400 mM grubunda kompakt
kalluslarin yiizdesinin % 60 oran ile en yiiksek oldugu goriilmiistiir. NM-503 cesidinde
ise baslangictan itibaren kontrol gruplarindaki gevsek/yumusak kalluslarin yiizdesinin
Carmen ¢esidine oranla ¢ok daha diisiik, kompakt kalluslarin yiizdesinin ise daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Uygulanan tuz konsantrasyonu arttik¢a bu cesitte
yumusak kalluslarin ylizdesinin arttig1, kompakt kallus ylizdesinin ise azaldigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.12: Tuz stresi uygulanan her iki ¢esitte degisen konsantrasyonlara bagli olarak biiyiiyen
kalluslarin yapisinin yiizde olarak dagilimu.

4.1.3 Kallus Olusum Yiizdesi

Sekil 4.13’te goriildiigli lizere baslangicta kallus olusum yiizdelerinin her iki
cesitte de birbirine yakin aralikta oldugu gozlemlenmistir. Carmen c¢esidinin kallus

olusturma ytizdesi % 86.66 iken NM-503 ¢esidinin kallus olusturma yiizdesi % 87.77

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.13: Carmen ve NM-503 cesitlerine ait kallus olusum yiizdeleri.



67

4.1.4 Kalluslarin Kararma Yiizdesi

Sekil 4.14’e gore her iki ceside ait kararan kallusun yiizdesi tuz uygulanan
konsantrasyonun miktar1 arttikga artmistir. Carmen ¢esidinde bu artis kontrol grubu
dahil uygulanan tuz konsantrasyonu arttikga azar azar artarken, NM-503 ¢esidinde 100
mM'deki kararma kontrole gore daha fazla ve uygulanan tuzun konsantrasyonu arttik¢a
Carmen ¢esidine gore daha fazla artis gosterdigi gozlemlenmistir. Kararma yiizdesi
Carmen c¢esidindeki gruplarda sirasiyla (0, 100, 200, 400) % 53.33, % 53.33, % 50, %
63.33 iken NM-503 ¢esidinde ise % 3.33, % 56.66, % 60, % 76.66 olarak goriilmiistiir.

50

40

30

20

10

0
0 100 200 400

E Carmen NM-503

Kararma Yiizdesi (%)

Sekil 4.14: Carmen ve NM-503 ¢esitlerine ait kararan kalluslarin yiizde olarak gosterimi.

4.1.5 Kalluslarin Kontaminasyon Yiizdeleri

Carmen ve NM-503 ¢esitlerinde tuz uygulanan konsantrasyonlarin
kontaminasyona ugrama Yiizdeleri Sekil 4.15’te gosterilmektedir. Carmen ¢esidinde
kontaminasyon yiizdesinin kontrol ve 400 mM tuz uygulanan gruplar ile 100 ve 200
MM tuz uygulanan gruplar arasinda yakin oldugu, NM-503 c¢esidinde ise tiim

konsantrasyonlarda yiizde olarak neredeyse ayni oldugu goriilmektedir.

Kontaminasyon yiizdesi Carmen c¢esidindeki gruplarda sirasiyla (0, 100, 200,
400) % 43.33, % 16.66, % 13.33, % 36.66 iken NM-503 ¢esidinde ise % 10, % 16.66,
% 16.66, % 20 olarak goriilmustiir.
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Sekil 4.15: Tuz stresi uygulanan her iki ¢eside ait degisen konsantrasyonlara bagli olarak biiyiiyen kalluslarda

kontaminasyona ugrayan kalluslarin yiizde olarak dagilimi.

4.2 Fizyolojik Parametreler
4.2.1 Kalluslarin Yas Agirhiklar:

Her tekerriirde iki ¢esit icin de kalluslar baglangicta kavanoz basma 1 g
koyularak toplamda 7 g olarak biiyiimeye birakilmistir. Tuza dayanikli olarak bilinen
Carmen ¢esidinde kontrol grubunda 6lgiilen ortalama yas kallus agirligi toplamda 17.18
g, 100 mM tuz uygulanan grupta biraz artis gostererek 20.64 g olarak olgiilmiistiir.
Kallus biiytimesinin 200 mM tuz uygulanan konsantrasyonda bir 6nceki konsantrasyon
olan 100 mM’ye gore yar1 yariya diisiis gostererek 10.92 g oldugu goriilmiis ve en
yiiksek konsantrasyon olan 400 mM tuz uygulanan grupta 7.39 g olarak Olgiilen

kalluslarda neredeyse biiyiime goriilmemistir (Cizelge 4.2).

Tuza duyarli olarak bilinen NM-503 c¢esidinde ise kontrol grubunda kallus yas
agirhgr 39.93 g olarak Olciilmiis. Tuz uygulanan ilk konsantrasyon olan 100 mM
grubunda yas kallus agirligi 22.85 g olarak belirlenmistir. 200 mM tuz grubundaki
toplam agirligin bir 6nceki gruba gore diistiigii ve en yliksek konsantrasyon olan 400

mM uygulanan grupta neredeyse hi¢ biiyiimedigi gézlemlenmistir (Cizelge 4.2).

Carmen c¢esidine ait tekerriir basina elde edilen toplam kallus agirhiginin iki
yonlii varyans analizi Cizelge 4.1°de, tablosu ise Cizelge 4.2.’de gosterilmistir. Sekil

4.16°da ise artan konsantrasyonda uygulanan tuz stresi sonucunda Carmen ¢esidine ait,
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Sekil 4.17°de ise NM-503 ¢esidine ait tekerriir basina elde edilen toplam yas kallus
agirliklart grafik olarak gosterilmistir. Sekil 4.18’deki grafige gore en fazla artig 200
mM, en az gelisim ise 400 mM tuz uygulanan konsantrasyonda goriilmiistiir.

Istatistiksel olarak gruplar arasinda arasinda anlamli bir farklilik griilmiistiir.

Sekil 4.18’da Carmen ve NM-503 ¢esidinin ilk ve son agirliklarinin birlikte
verildigi grafikte, NM-503 cesidinin kontrol grubunun Carmen ¢esidine gore daha fazla
bliylime gosterdigi, tuz uygulanan konsantrasyon arttik¢a toplam biliyiimelerin iki ¢esitte

de geriledigi gozlemlenmistir.

Serbestlik | Kareler | Kareler F Onem
Varyasyon kaynagi .

derecesi | toplamm | ortalamasi | degeri | diizeyi (P)
Cesit 1 222.9 222.94 | 32.53 0.000
Konsantrasyon 8 3636.4 454.55 | 66.32 0.000
Cesit * Konsantrasyon 8 842.7 105.34 | 15.37 0.000
Hata 36 246.7 6.85
Genel 53 4948.8

Cizelge 4.1: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu tekerriir bagina elde edilen toplam
yas kallus agirhigi (g)
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Cesit NaCl Konsantrasyonu Tekerriir basina elde edilen
(mM) toplam kallus agirhg (g)
(Ortalama + S.H.)
0 17.18 + 1.05 bed
100 20.64 +2.03 be
Carmen 200 10.92 + 0.64 de
400 7.39+£0.10 ¢
0 39.93+248a
100 22.85+2.98b
NM-503 200 11.41 £0.33 de
400 7.45+023 ¢

Cizelge 4.2: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) 0 mM) NaCl uygulanmasi sonucu tekerriir basina elde edilen
toplam yas kallus agirhigi (g)

Denemeler ii¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve her bir deneme i¢in igerisinde 1’er gramlik
kallus eksplanti bulunan 7 adet kiiltiir kab1 kullanilmastir.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05)
olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.16: Carmen ¢esidine ait tekerriirlerden elde edilen toplam yas kallus agirligi (g).
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Sekil 4.17: NM-503 ¢esidine ait tekerriirlerden elde edilen toplam yas kallus agirligi (g).
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Sekil 4.18: NM-503&Carmen gesidine ait tekerriirlerden elde edilen toplam yas kallus agirlig1 (g).

Asagida Cizelge 4.3’te Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.)
cesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmasi sonucu
kiiltiire alman 1 gr kallus basina elde edilen toplam yas kallus agirligi (g)’nin iki yonli
varyans analizi, agagida Cizelge 4.4’te ise degerleri gosterilmistir. Sekil 4.19 ve Sekil
4.20°de ise bu degerler grafik halinde gosterilmistir.

Carmen ¢esidi i¢in 1 gram kallustan elde edilen kallus agirliginin ortalamasi en
yiksek 100 mM tuz uygulanan konsantrasyonda gozlemlenmistir. Sekil 4.11°da
goriildiigii iizere kontrol grubu ile 100 mM tuz uygulanan grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir korelasyon varken 200 mM tuz uygulanan grupla da 400 mM tuz
uygulanan grup arasinda benzer ve yakin bir korelasyon gézlemlenmistir. Her tekerriir
icin kiiltiire alinan 1 g kallus basina elde edilen ortalama yas kallus agirhigi, tuza
dayanikli olarak bilinen Carmen ¢esidi i¢in kontrol grubunda 2.45 g, ilk uygulanan 100
mM tuz grubunda 2.95 g olarak 6lgiilmiistiir. Daha sonra 200 mM tuz uygulanan grupta
ise bu miktarin yar1 yariya azalarak 1.56 g oldugu ve en yliksek konsantrasyon olan 400

mM tuz uygulanan grupta ise 1.06 g 6l¢iimle biiyiime gorilmemistir.

Sekil 4.20°de NM-503 ¢esidine ait kiiltiire alinan 1 g kallus basina elde edilen
ortalama kallus agirhigi grafiginde ise en fazla artisin kontrol grubunda oldugu,
uygulanan tuz konsantrasyonu arttik¢a ise agirlik artisinin azaldigi gézlemlenmistir.

Gruplar arasinda istatistiki olarak farklilik gdstermistir. Fakat her iki ¢esidin de artan tuz
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konsantrasyonuna bagli olarak ayn1 doz gruplan istatistiki olarak ayni gruplarda yer

almiglardir

Her tekerriir i¢in kiiltiire alinan 1 gram kallus basina elde edilen ortalama yas
kallus agirligi, tuza duyarl olarak bilinen NM-503 c¢esidi i¢in kontrol grubunda 5.70 g,
ilk konsantrasyon olan 100 mM tuz uygulanan grupta 3.27g olarak Slglilmiistiir. 200
mM tuz uygulanan grupta yas agirlik miktar1 100 mM tuz uygulanan gruba gore yari
yariya azalarak 1.63 g odlgiiliirken en yiiksek konsantrasyon olan 400 mM tuz grubunda

neredeyse hi¢ biiylime gozlemlenmemistir.

Iki cesidin yas agirliklarinda 100 mM ile 200 mM arasinda % 50 diisiis goriilmiis
ve her iki ¢esit i¢in de 400 mM tuz uygulanan grup, bilylimenin olmadig1 grup olarak
gozlemlenmistir. Tuza dayanikli oldugu bilinen Carmen ¢esidinde kontrol grubuna gore
en yiiksek konsantrasyon olan 400 mM konsantrasyondaki yas kallus agirliklarinda yari
yartya bir azalma varken, tuza duyarli oldugu bilinen NM-503 ¢esidinde 400 mM tuz
uygulanan konsantrasyondaki yas kallus agirliklarinda kontrol grubuna gore 5 kat1 kadar

azalma gorlilmiistiir.

. Onem
Serbestlik Kareler | Kareler
Varyasyon kaynagi . F degeri | diizeyi
derecesi toplamu | ortalamasi @)

Cesit 1 31.85 31.85| 38.29 0.000
Konsantrasyon 8 519.49 64.94| 78.06 0.000
Cesit *

8 120.39 15.05| 18.09 0.000
Konsantrasyon
Hata 360 299.46 0.83
Genel 377 971.19

Cizelge 4.3: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu kiiltiire alinan 1 gr kallus basina

elde edilen ortalama kallus agirlig1 varyans analizi (g).



74

Cesit NaCl Kiiltiire alinan 1 gr kallus basina
Konsantrasyonu elde edilen ortalama kallus agirhg:
(mM) (9)
(Ortalama + S.H.)
0 2.45+0.11 be
Carmen 100 295+025b
200 1.56 +0.09 cd
400 1.06 +£0.02d
0 5.70+0.31 a
NM-503 100 327+0.33b
200 1.63+0.15¢cd
400 1.07+0.02d

Cizelge 4.4: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda NaCl uygulanmas: sonucu kiiltiire alinan 1 gr kallus basina elde edilen ortalama

kallus agirligr (g).

Denemeler ii¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve her bir deneme igin igerisinde 1’er gramlik kallus
eksplant1 bulunan 7 adet kiiltiir kab1 kullanilmistir.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.19: Carmen ¢esidine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanmasi sonucu
kiiltiire alinan 1 gr kallus bagina elde edilen ortalama kallus agirligi (g).
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Sekil 4.20: NM-503 c¢esidine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanmasi sonucu
kiiltiire alinan 1 gr kallus bagina elde edilen ortalama kallus agirlig1 (g).
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4.2.2 Kallus Kuru Agirhiklari

Cizelge 4.5’te iki g¢eside ait iki yoOnlii varyans analizi Cizelge 4.6’de 1 gram
kallusun kuru agirlik miktarlarinin ortalamasi standart hatalar ile birlikte verilmistir. Bu
bilgiler dogrultusunda Sekil 4.21°deki grafik verilerine gore Carmen ¢esidinde 1 gram
kallus basina elde edilen kuru agirlik en fazla 200 mM tuz uygulanan, en az ise 100 mM
tuz uygulanan grupta gézlemlenmistir. Kuru agirlik miktarlart igin istatistiksel olarak
hepsinin arasinda anlamli bir korelasyon gézlemlenmistir. Tuzluluga dayanikli oldugu
bilinen Carmen c¢esidinde kuru agirlik miktar1 kontrol grubunda 0.1181 gram olarak
Olclilmiis ve 100 mM tuz uygulanan konsantrasyondaki kuru agirlik miktari, kontrole
gore 0.0385 gram oOlgiilerek azalma gdézlemlenmistir. Diger konsantrasyonlardaki kuru

agirlik miktarinda kontrole gére anlamli bir azalma gortilmemistir

Sekil 4.22°de NM-503 ¢esidine artan konsantrasyonda uygulanan tuz gruplarina
ait 1 gram kallusun kuru agirlik miktarlarina gére 4 grup arasinda birbirine yakin

sonuglar gdzlemlenmistir. Istatistiksel olarak gruplar arasinda farklilik gériimiistiir.

NM-503 cesidinde 1 gram yas kallustan elde edilen kuru agirlik miktar1 kontrol
grubunda 0.16 gramken iki gesit icin de konsantrasyona bagli olarak kuru agirliklarinda

istatistiki olarak farklilik gortilmistiir

Sekil 4.23’te Carmen ve NM-503 cesitlerine ait 1 gram kallusun kuru agirlik
miktarlar1 birlikte gosterilmistir. Iki g¢esidin kontrol gruplari ve uygulanan tuz
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlemlenmezken,
kuru agirlik miktarlarinin iki ¢esit arasinda ise NM-503 cesidinde daha fazla oldugu

gozlemlenmistir.
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e —— Serbestli-k Kareler | Kareler F Onem

derecesi | toplanmmu | ortalamasi | degeri | diizeyi (P)
Cesit 1 20.15 20.1506| 81.11 0.000
Konsantrasyon 3| 7592 25.3083 | 101.87 0.000
Cesit * Konsantrasyon 163| 40.49 0.2484 | 75.00
Hata 3 23.67 7.8885 0.000
Genel 160 16.83 0.1052

167| 136.57

Cizelge 4.5: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmas: sonucu 1 gram kallusun kuru agirlik

miktarlarinin iki yonlii varyans analizi.

Cesit NacCl 1 gram kallusun kuru agirhk
Konsantrasyonu miktari
(mM) (Ortalama<S.H)
0 0.12+0.00032 a
Carmen 100 0.039 + 0.00051 a
200 0.14+ 0.00135 a
400 0.11+ 0.00058 a
0 0.16 + 0.00065 a
100 0.16 +£0.00131 a
NM-503 200 0.16 + 0.00353 a
400 0.12+0.00104 a

Cizelge 4.6: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmast sonucu 1 gram kallusun kuru agirlik
miktarlart (g).

Aynmi siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.21: Carmen ¢esidine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) tuz

uygulanmasi sonucu analizlenen 1 gram kallusun kuru agirlik miktari.
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Sekil 4.22: NM-503 ¢esidine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM)

tuz uygulanmasi sonucu analizlenen 1 gram kallusun kuru agirlik miktar.
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Sekil 4.23:Carmen ve NM-503 pamuk ¢esidine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100,

200 ve 400 mM) tuz uygulanmasi sonucu analizlenen 1 gram kallusun kuru agirlik miktart.

4.2.3 Kuru Agirhgin Yas Agirhga Oram

Sekil 4.24°de ¢esitlerin yas agirliklarinin kuru agirliklarina gram olarak karsilastirildig:
grafik verilmistir. Iki gesitin de kontrol ve uygulanan en yiiksek tuz grubu olan 400 mM
konsantrasyonlarinda yas agirliklarinin kuru agirliklarina orami birbirine yakin (8.5, 6.44 ve
9.33, 8) ¢ikmustir. Carmen g¢esidinde 100 mM tuz konsantrasyonu uygulanan grubun yas
agirhigimin kuru agirhiga orani, NM-503 c¢esidinde 100 mM tuz konsantrasyonu uygulanan
grubun yas agirhiginin kuru agirliga oranina gore 4 kat daha fazla olarak hesaplanmistir. Carmen
¢esidinde 200 mM tuz konsantrasyonu uygulanan grubun yas agirliginin kuru agirliga orani ise,
NM-503 ¢esidinde 200 mM tuz konsantrasyonu uygulanan grubun yas agirhiginin kuru agirliga

oranina gore 3.5 kat daha az olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.24:Cesitlerin kuru agirliklarinin ortalamalarinin tekerriir bagina ortalama yas agirliklari ile

karsilagtirilmasi.

4.3 Biyokimyasal Parametreler

4.3.1 Protein Tayini

Cizelge 4.7°de Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait
kallus kiiltirlerine farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen
kalluslarin proteinlerin mg/mL cinsinden degerlerinin iki yonlii varyans analizi, Cizelge

4.8’de ise onlara ait degerler goriilmektedir.

Cizelge 4.7°e gore iki ¢eside ait kontrol ve artan konsantrasyonlarda tuz uygulanan
gruplarda protein miktarlarinin birbirinden farkli olmadig1 ve istatistiksel olarak aralarinda

anlamli bir fark olmadig1 gézlemlenmistir.
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Varyasyon kaynag Serbestli_k Kareler Kareler F degeri ((l)ulzl;l
derecesi toplamu ortalamasi ®)

Cesit 1| 0.000001 0.000001 0.03 0.863

Konsantrasyon 3| 0.000044 0.000015 0.35 0.793

Cesit * Konsantrasyon 3| 0.000299 0.000100 2.35 0.097

Hata 24| 0.001016 0.000042

Genel 31| 0.001359

Cizelge 4.7: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli

konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslarin

proteinlerim pmol-1 g cinsinden degerlerinin iki yonlii varyasyon analizi.

Cesit

Carmen

NM-503

NaCl

Konsantrasyonu

(mM)

100
200
400
0
100
200
400

Protein Miktari

(umol ™ g)
OrtalamaxSH

0.49+0.003 a
0.48+0.005 a
0.49+0.002 a
0.49+0.002 a
0.49+0.0048 a
0.49+0.00205 a
0.49+0.0018 a
0.48+0.004 a

Cizelge 4.8: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli

konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslarin

proteinlerim umol'l g cinsinden miktarlari.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.25: iki geside ait, pmol-1 g cinsinden ¢oziilebilir protein miktar.
4.3.2 Klorofil Miktari

4.3.2.1 Klorofil a miktari

Cizelge 4.9°da Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) cesitlerine
ait kallus Kkiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl
uygulanmas1 sonucu elde edilen klorofil a miktar: ile ilgili iki yonlii varyans analiz
sonuglari, Cizelge 4.10’da ise bu miktarlarin verileri verilmistir. Sekil 4.26’da ise bu
verilerle elde edilen grafige gore, Carmen cesidinde, en fazla klorofil a miktarinin
kontrol grubunda en az ise 400 mM tuz uygulanan grupta oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubunda ve 100 mM ile 200 mM tuz uygulanan gruplarda sonuglar birbirine yakin
gozlemlenmistir. Carmen ¢esidine ait kontrol grubunun klorofil a miktar1 0.02258 mg/g
olarak belirlenmistir. 100 mM ve 200 mM tuz uygulanan grupta kontrol grubuna gore
cok fazla azalma goriillmezken 400 mM tuz uygulanan grupta kontrole gore neredeyse

yar1 yariya azalma goriilmiistiir.

NM-503 c¢esidinde ise kontrol grubunun klorofil a miktar1 0.06178 mg/g olarak
bulunmus ve artan tuz konsantrasyonu ile birlikte 400 mM konsantrasyonda 6 kat
azalma gozlemlenmistir. NM-503 ¢esidinde ise en fazla klorofil a miktar1 kontrol
grubunda, en az ise 100 mM tuz uygulanan grupta oldugu goriilmiistiir. Miktarlarin,

kontrol grubundan sonra tuz uygulanan ilk konsantrasyon olan 100 mM itibaren kayda



deger bir sekilde diistligii ve daha sonra artan konsantrasyonlardaki (200 ve 400 mM)
klorofil a miktarlarmin birbirlerine yakin oldugu gozlemlenmistir. Istatistiksel olarak
tim gruplar arasinda anlaml
kiyaslandiginda NM-503 ¢esidinde kontrol grubu ve tuz uygulanan gruplar arasinda 400
mM' da klorofil a miktarinin Carmen’e gore daha yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak
aralarinda anlaml bir farklilik oldugu goriiliirken, iki ¢eside ait 100 ve 200 mM tuz

uygulanan gruplardaki klorofil a miktar1 birbirine yakin ve istatistiksel olarak da
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aralarinda anlamli bir farklilik goriilmiistiir.

bir korelasyon oldugu goriilmiistiir.

Iki

Varyasyon kaynag1 Sgt::):s;lsiik E‘;‘iglﬁ; 0:::1;61':;81 degFeri Onem diizeyi (P)
Cesit 1 0.001057 | 0.001057 | 50.86 0.000
Konsantrasyon 3 0.004495 | 0.001498 | 72.12 0.000
Cesit 3 0.002203| 0.000734 | 35.35 0.000
Konsantrasyon

Hata 24 0.000499 | 0.000021

Genel 31 0.008253

Cizelge 4.9: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu elde edilen klorofil a miktari ile

ilgili iki yonlii varyans analiz sonuglar.




NaCl
Konsantrasyonu
(mM)

0
Carmen
100
200
400
0
NM-503 100
200

400

84

0.1 gram kallusta bulunan
klorofil a miktar1 (mg/g)
Ortalama+SH

0.023+0.002 a
0.014+0.002 b
0.018+0.001 bc
0.01+0.0006 c
0.06+0.005 bc
0.012+0.002 bc
0.017+0.001 bc

0.019+0.002 bc

Cizelge 4.10: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus

kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen 0.1

gram kallusun mg/g cinsinden klorofil a miktart.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.26: Carmen ve NM-503 ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve

400 mM) tuz uygulanmasi sonucu analizlenen 0.1 gram kallusun mg/g cinsinden klorofil a miktart.

4.3.2.2 Klorofil b Miktan

Cizelge 4.11°de, Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine
ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NacCl
uygulanmas1 sonucu elde edilen klorofil b miktar: ile ilgili iki yonlii varyans analiz
sonuglari, ¢izelge 4.12°de ise elde edilen bu veriler verilmistir. Bu veriler dogrultusunda
elde edilen grafik Sekil 4.27°e gére Carmen ¢esidinde en fazla klorofil b miktar1 kontrol
grubunda goriilmiistiir. Tuz uygulanan ilk konsantrasyon olan 100 mM tuz uygulanan
kallus grubunda 6nemli bir diisiis yasandigi, 200 mM tuz uygulanan gruptaki kalluslarin
klorofil b miktarinin 100 mM tuz uygulanan gruptaki kalluslarin klorofil b miktariyla
neredeyse ayni oldugu ve 400 mM tuz uygulanan gruptaki kalluslarin klorofil b

miktarinin tekrar artarak kontrole yaklastig1 gozlemlenmistir.

Carmen ¢esidinde, uygulanan tuz konsantrasyonu arttikca azalan klorofil b
miktarmin kontrol grubunda 0.03043 mg/g ile en yiiksek miktarda oldugu goriilmistiir.
400 mM tuz uygulanan gruptaki klorofil b miktarinda baslangictaki klorofil b miktara
gore yaklasik 3 kat azalmigtir. NM-503 ¢esidinde ise klorofil b miktari kontrol grubunda

0.1 mg/g olarak belirlenirken uygulanan tuz konsantrasyonu arttikca 400 mM’a kadar
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azalma gorlilmistiir. 200 mM tuz konsantrasyonundan sonra klorofil b miktar1 6 kat

artarak 0.0903 mg/g olarak gézlemlenmistir.

s ey Serbestli.k Kareler Kareler deger g;?;
derecesi toplamn | ortalamasi ; ®)

Cesit 1 0.011910| o0.011910| 5.92 0.023

Konsantrasyon 3 0.015305| 0.005102| 2.54 0.081

Cesit * Konsantrasyon 3 0.009915| 0.003305| 1.64 0.206

Hata 24 0.048272| 0.002011

Genel 31 0.085401

Cizelge 4.11: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) cesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu elde edilen klorofil b miktari ile ilgili iki

yonlii varyans analiz sonuglari.

Cesit NaCl 0.1 gram kallusta bulunan
Konsantrasyonu klorofil b miktari (mg/g)
(mM) Ortalama + SH
0 0.03043+0.00279 a
Carmen 100 0.01288+0.00181a
200 0.01542+0.00149a
400 0.01313+0.00110a
0 0.10046+0.00787 a
NM-503 100 0.02018+0.00297 a
200 0.015267+0.000888 a
400 0.0903+0.0627 a

Cizelge 4.12: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine
farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu elde edilen klorofil b

miktarlar1 ve standart hatalari.

Aymi siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna goére belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.27: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen 0.1 gram kallusun

mg/g cinsinden klorofil b miktari.

4.3.2.3 Total Klorofil Miktari

Cizelge 4.13°de Carmen ve NM-503 cesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmast sonucu elde edilen total
klorofil miktarlar ile ilgili iki yonlii varyans analiz sonuglari ile total klorofil miktarlar

ile alakali veriler ise Cizelge 4.14’te verilmistir.

Sekil 4.28deki verilere gore Carmen ¢esidindeki total klorofil miktari en yiiksek
kontrol grubundayken en diisiik 400 mM tuz uygulanan gruptadir. Carmen ve NM-503
cesitlerinin 100 ve 200 mM gruplar1 ve NM-503 ¢esidinin 400 mM konsantrasyonlari

arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmemistir.

Carmen ¢esidi igin kontrol grubunda 0.051 mg/g olarak belirlenen total klorofil
miktarlari, uygulanan ilk tuz konsantrasyonu olan 100 mM ile 0.024 mg/g’a diismustiir.
200 mM tuz uygulamasi ile total klorofil miktar1 0.032 mg/g’a yiikselmis fakat en
yiiksek olan 400 mM tuz uygulamasiyla en diistik total klorofil miktarina ulastig1 ve
kontrole gbre yar1 yariya azaldigi gézlemlenmistir.

NM-503 ¢esidinde ise kontrol grubunun 0.16 mg/g ile en yiiksek total klorofil

miktarina sahip oldugu, uygulanan ilk konsantrasyon olan 100 mM tuz ile 6 kat azalarak



0.025 mg/g oldugu goriilmistiir. Ardindan uygulanan 200 mM tuz uygulamasi ile 0.037
mg/g klorofil miktarna yiikseldigi 400 mM tuz uygulamasiyla 0.041 total klorofil
miktarinin tuz konsantrasyonlar1 arttik¢a arttig1 fakat en yliksek tuz konsantrasyonunun

kontrol grubuna gore yaklasik 4 kat daha diisiik oldugu gézlemlenmistir.
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. Kareler F Onem
< Serbestlik Kareler < .
Varyasyon kaynagi d . ortalama | dege | diizeyi
erecesl toplam :
s1 ri (P)
Cesit 1 0.008790 | 0.008790 |62.52| 0.000
Konsantrasyon 3 0.034663 | 0.011554 |82.18 | 0.000
Cesit * Konsantrasyon 3 0.015930 | 0.005310 |37.77| 0.000
Hata 24 0.003374 | 0.000141
Genel 31 0.062757

Cizelge 4.13: Carmen ve NM-503 cesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100,

200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu elde edilen total klorofil miktarlar ile ilgili iki yonlil varyans

analiz sonuglari.

Cesit

Carmen

NM-503

Cizelge 4.14: Carmen ve NM-503 cesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100,

NaCl

Konsantrasyonu

(mM)

0
100
200
400

0
100
200
400

Total klorofil miktari (mg/g)

Ortalama +SH

0.051+0.005 b
0.024+0.002 bc
0.032+0.002 bc
0.023+0.002 ¢
0.16+0.01 a
0.024+0.003 bc
0.037+0.002 bc
0.041+0.009 bc

200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu elde edilen total klorofil miktarlar1 ve standart hatalari.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.28: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu elde edilen total klorofil grafigi.

4.3.2.4 Total Karotenoid Miktari

Cizelge 4.15’te Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine
ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl
uygulanmas1 sonucu analizlenen 0.1 gram kallusun mg/g cinsinden total karotenoid
miktarinin iki yonlii varyans analizi ve Cizelge 4.16’da ise total karotenoid
analizlerinden elde edilen veriler verilmistir. Bu verilerle Sekil 4.29’da elde edilen
grafikte Carmen ¢esidinde total karotenoid miktarinin en fazla oldugu grup kontrol
grubu, en az oldugu grup ise 400 mM tuz uygulanan grup oldugu gozlemlenmis ve
aralarinda istatistiksel olarak farklilik gézlemlenmistir. NM-503 ¢esidinde ise en yiiksek
total karotenoid miktar1 kontrol grubunda, en diisiik miktar ise 100 mM tuz uygulanan
grupta gozlemlenmistir. Kontrol grubu ile tuz uygulanan diger 3 grup arasinda
istatistiksel olarak farklilik gozlemlenirken, 100 mM tuz uygulanan grup ile 400 mM
tuz uygulanan grup arasinda istatistiksel ve miktar olarak olarak bir farklilik

gbzlemlenmemistir.

Total karotenoid miktarinin Carmen ¢esidi i¢in kontrol grubunda 0.019 mg/qg ile
en yiiksek oldugu tuz uygulamasiyla birlikte uygulanan tuz konsantrasyonu arttik¢a total

karotenoid miktarinin da azaldigi en diisiik total karotenoid miktarinin 0.011 mg/g ile
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400 mM tuz uygulanan konsantrasyonda oldugu ve kontrole gore yaklasik 4 kat azaldig
goriilmistiir. NM-503 ¢esidinde ise 0.041 mg/g ile yine en yiiksek konsantrasyonun
kontrol grubunda oldugu ve ilk uygulanan uygulanan tuz konsantrasyonu olan 100 mM
tuz konsantrasyonu ile 3 kat azalarak 0.012 mg/g oldugu, artan tuz konsantrasyonu
uygulamasi ile 0.019 mg/g’a az miktarda yiikselmistir. Uygulanan en yiiksek
konsantrasyon olan 400 mM tuz uygulamasinda tekrar 0.014 mg/g’a distigi

gorilmistiir.

Iki cesidin total karotenoid miktarlar1 kiyaslandiginda Carmen cesidinde artan
tuz konsantrasyonuyla azalan total karotenoid miktarinin NM-503 ¢esidindeki azalmaya
gore daha az miktarda oldugu ve Carmen’in 200 mM konsantrasyonundaki total
karotenoid miktarinin NM-503 c¢esidindeki 400 mM tuz uygulanan gruptaki total

karotenoid miktarina es oldugu goriilmektedir.

Iki gesit arasinda, kontrol gruplar1 arasinda NM-503 ¢esidinin daha fazla total
karotenoid miktarina sahip oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
goriilmistiir. 100 mM tuz uygulanan grupta Carmen cesidine ait total karotenoid
miktarinin NM-503 c¢esidine ait total karotenoid miktarindan daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. 200 mM ve 400 mM tuz uygulanan gruplarda ise NM-503 ¢esidine ait
total karotenoid miktarlarinin Carmen c¢esidine ait total karotenoid miktarlarina gore
daha fazla oldugu gozlemlenirken bu gruplar aralarinda istatistiksel olarak farklilik

goriilmemistir.
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Vs e 0n by Sgrbestli_k Kareler | Kareler F degeri 3:;?;
erecesli toplamm | ortalamasi P)

Cesit 1 0.000431| 0.000431 46.01 0.000

Konsantrasyon 3 0.001613| 0.000538 57.34 0.000

Cesit * Konsantrasyon 3 0.000677| 0.000226 24.07 0.000

Hata 24 0.000225| 0.000009

Genel 31 0.002946

Cizelge 4.15: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) cesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen 0.1 gram kallusun

mg/g cinsinden total karotenoid miktarlarinin varyans analizi.

NaCl Total karotenoid miktar1 (mg/g)
Cesit Konsagiigeyonu Ortalama+SH
(mM)
0 0.019+0.001 b
Carmen 100 0.014+0.001 bc
200 0.015+0.0009 bc
400 0.011+0.0005 c
0 0.041+0.003 a
100 0.012+0.00100 be
NM-503 200 0.019+0.0010 b
400 0.014+0.002 bc

Cizelge 4.16: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen 0.1 gram kallusun

mg/g cinsinden total karotenoid miktarlar1 ve standart hatalart.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05)
olugturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.29: Carmen ve NM-503 gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve
400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen 0.1 gram kallusun mg/g cinsinden total karotenoid

miktari.

4.3.3 Hidrojen Peroksit (H,0,) Miktar:

Cizelge 4.17°de Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine
ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NacCl
uygulanmas1 sonucu elde edilen hidrojen peroksit miktart ile ilgili iki yonlii varyans
analiz sonuglar ve Cizelge 4.18’de ise hidrojen peroksit analizinden elde edilen veriler
verilmistir. Bu verilerden elde edilen grafigin verileri Sekil 4.30°daki bilgilere gore
Carmen ¢esidinde en yiiksek hidrojen peroksit miktar1 5.9 mikromol/gram ile kontrol
grubunda goriilmiis ve uygulanan tuz konsantrasyonu arttik¢a hidrojen peroksit miktari
azalarak en diisik miktar 400 mM tuz konsantrasyonu uygulanan grupta 2.19
mikromol/gram oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubuna gore tuz uygulanan diger
gruplarin arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gézlemlenmezken kontrol grubunda

gbzlemlenmistir.

NM-503 ¢esidinde ise kontrol grubuna gore, tuz uygulanan konsantrasyonu
arttikca kalluslardaki hidrojen peroksit miktar1 artmustir. Istatistiksel ve miktar olarak
ise 100 mM tuz uygulanan grup ile 200 mM tuz uygulanan grup arasinda fark

goriilmezken bu gruplara gore digerleri arasinda fark gozlemlenmistir.
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Varyasyon Kaynag Sgrbestli_k Kareler | Kareler If . gi';?;i
erecesi toplam1 | ortalamasi | degeri P

Cesit 1 89.626 89.6261 [422.15| 0.000

Konsantrasyon 3 5.857 1.9523 9.20 | 0.000

Cesit * Konsantrasyon 3 29.858 9.9526 46.88 | 0.000

Hata 24 5.095 0.2123

Genel 31 130.436

Cizelge 4.17: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu elde edilen hidrojen peroksit

miktart ile ilgili iki yonli varyans analiz sonuglar.

Cesit NaCl Hidrojen peroksit miktari (umol™ g)
Konsantrasyonu Ortalama+SH
(mM)
0 5.9+0.4 b
Carmen 100 42+03 a
200 3.3+0.2 a
400 2.2+0.068 a
0 6.3£0.2 b
100 7.4+0.14 ¢
NM-503 200 7.7£0.05 ¢
400 7.7+0.07 d

Cizelge 4.18: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine
farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen hidrojen peroksitin

mikromol/mol cinsinden miktar1 ve standart hatalari.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05)
olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.30: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus
kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen

hidrojen peroksitin mikromol-1 g cinsinden miktarlarinin grafikle standart hatalarinin gésterimi.

4.3.4 Malondialdehit (MDA) Miktari

Cizelge 4.19’da Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine
ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) tuz uygulanmasi
sonucu MDA miktarlarinin iki yonlii varyans analizi, Cizelge 4.20’de ise analiz sonucu
elde edilen MDA miktarlar1 verilmistir. Bu miktarlardan elde edilen grafigin gorildiigii
Sekil 4.31’de Carmen ¢esidi i¢in, en yiiksek MDA miktarinin kontrol grubunda oldugu
gozlemlenmektedir. 100 mM tuz uygulanan deneme istatistiksel olarak kontrol grubuyla
ayni grupta yer almistir. Bu ¢esidin kontrol grubunda 0.0051 mikromol/gramin, ilk tuz
uygulamasi olan 100 mM’da 0.0051 mikromol/g’a diistiiglinii fakat aralarinda belirgin
bir fark olmadig goriilmiistiir. 200 mM tuz uygulamasinda MDA miktarinin 0.0042
mikromol/g’a diistiigiinii, uygulanan en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 400 mM’da bu

miktar 0.002 mikromol/g’a diistiigli gozlemlenmistir.

NM-503 cesidi i¢in ise kontrol grubu ile birlikte 100 mM ve 200 mM tuz
uygulanan grupta miktar ve istatistiksel olarak bir fark goézlemlenmeyip 400 mM tuz
uygulanan grupta en yilksek MDA miktari ile birlikte diger gruplara gore istatistiksel
olarak bir farklilik gézlemlenmistir. Bu ¢esidin kontrol grubunda 0.0013 mikromol/g
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olan MDA miktari, tuz stresine maruz kaldigr ilk konsantrasyon olan 100 mM
konsantrasyonda diisiis gostererek 0.0011 mikromol/g’a diistigi, 200 mM tuz
uygulamasi sonrasinda miktarin 0.0012 mikromol/g’a yiikselerek kontrole yaklastigi ve
en yiiksek konsantrasyon olan 400 mM tuz uygulamasi ile artarak 0.0024 mikromol/g

oldugu gozlemlenmistir.

Veresyon leyner Sderbestli_k Kareler | Kareler F degeri ((l)ﬁl;?;i
erecesi | toplamm |ortalamasi (P)

Cesit 1| 0.000337| 0.000337 652.80 0.000

Konsantrasyon 3| 0.000031| 0.000010 20.00 0.000

Cesit * Konsantrasyon 3| 0.000153| 0.000051 99.15 0.000

Hata 187 | 0.000096 | 0.000001

Genel 194 | 0.000627

Cizelge 4.19: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) tuz uygulanmasi sonucu MDA miktarlarinin iki yonlii varyans

analizi.

Cesit NaCl MDA Miktari
Konsantrasyonu (mol™ g)
(mM)

Ortalama+SH
0 0.005+0.00007 a

Carmen 100 0.005+0.0002 a
200 0.004+0.0003 b

400 0.002+0.0001 ¢

0 0.001+0.0001d

100 0.001+0.0002 d

NM-503 200 0.001+0.00003d
400 0.002+0.00008 c

Cizelge 4.20: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) tuz uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslardaki MDA

miktarlar1 ve standart hatalari.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir.
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Sekil 4.31: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) tuz uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslardaki MDA

miktariin grafik iizerinde standart hatalari ile birlikte gosterimi

4.3.5 Prolin Miktar

Yapilan ¢alismada prolin diizeylerini inceledigimiz artan konsantrasyonlarda tuz
stresine maruz birakilan iki ¢esidin iki yonlii varyans analizi Cizelge 4.21, bu veriler
Cizelge 4.22°de, bu verilerle olusan Sekil 4.32°de verilmistir. Dayanikli olan Carmen
cesidinde kontrol grubunda 0.30686 mikromol/g olan prolin miktari, uygulanan tuz
konsantrasyonu arttik¢a artmis ve en yiiksek olan 400 mM tuz konsantrasyonunda 3.10
mikromol/g olarak gézlemlenmistir. Duyarli ¢esit NM-503’te ise kontrol grubunda 0.37
mikromol/g olan prolin miktar1 100 mM grubunda 0.56 mikromol/g’a yiikselmis ve 200
MM tuz uygulamasiyla azalarak 0.22 mikromol/g’a olmustur. En az oldugu diizeyin en
yiiksek konsantrasyon olan 400 mM’da 0.21 mikromol/g olarak gozlemlenmistir.
Istatistiksel olarak ise Carmen ve NM-503 ¢esitlerinde Carmen cesidinin biitiin dozlarin
birbirinden farkli oldugu goriilmiistir. NM-503 c¢esidinde ise 200 ve 400 mM

konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak farkli olmadig1 goriilmiistiir.
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Versoson beyi Sgrbestli_k Kareler | Kareler F degeri ((l)unzzl;ll
erecesl | toplami | ortalamasi P)

Cesit 1]14.8628 14.8628 | 56600.42 | 0.000

Konsantrasyon 3| 9.3735 3.1245111898.69 | 0.000

Cesit * Konsantrasyon 3] 13.7939 45980 [ 17509.90 | 0.000

Hata 24| 0.0063 0.0003

Genel 31| 38.0366

Cizelge 4.21: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) cesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli

konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu prolin miktarlarmin iki yonlii

varyans analizi.

Cesit

Carmen

NM-503

NacCl

Konsantrasyonu

(mM)

0
100
200
400

0
100
200
400

Prolin miktarlari=SH

(umol™ g)

0.31+0.001 f
0.76+0.006 ¢
2.65+0.01 b
3.10+0.0163 a
0.37+0.003 e
0.56+0.007 d
0.22+0.007 g
0.21+0.005 g

Cizelge 4.22: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli

konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslarin

mikromol/g prolin cinsinden miktarlar1 ve standart hatalari.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.32: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslarin

mikromol/g prolin cinsinden miktar1 ve standart hatalarinin gosterimi.

4.3.6 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Cizelge 4.23’te Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) cesitlerine
ait kallus Kkiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, e 400 mM) NaCl
uygulanmas1 sonucu elde edilen kalluslarin SOD analizinin iki yonlii varyans analiz
sonuglari, ¢izelge 4.24’te ise SOD analizinden elde edilen miktarlar ve standart hatalari
verilmistir. Bu sonuglarla elde edilen grafik Sekil 4.33°te verilmistir. Bu grafige gore
Carmen ¢esidinde kontrole gore, ilk uygulanan tuz konsantrasyonu olan 100 mM
uygulandiginda SOD aktivitesi hemen artmis 200 mM'da da sabit kalmistir. 400 mM tuz
uygulamasiyla 10 kata kadar azalma gosterdigi goriilmiistiir. Istatistiksel olarak ise 400
mM tuz uygulanan grupta diger gruplarla arasinda anlamli bir farklilik oldugu

goriilmiistiir.

NM-503 ¢esidinde ise, en yiiksek SOD aktivitesi kontrol grubunda, en az ise 100
MM tuz uygulanan grupta goriilmiistiir. Istatistiksel olarak kontrol grubu ile 100 mM tuz
uygulanan grup arasinda anlaml bir farklilik goriiliirken, 100 mM tuz uygulanan grup
ile kontrol grubu teker teker diger gruplar ile degerlendirildiginde farklilik

goriilmemistir.
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Caligmada SOD aktivitesinin belirlemek i¢in yapilan analizlerde, tuza dayanikli
oldugu bilinen Carmen c¢esidinde kontrol grubunun SOD aktivite miktar1 227.28 {inite
mg™ proteinken, tuz uygulanan ilk konsantrasyon olan 100 mM muamelesi ile 258.0
{inite mg™ protein’e yiikselmistir. 200 mM tuz muamelesi ile 259.0 iinite mg™ protein
olarak cok yiikselmedigi goriilen SOD enzimi, en yiikksek doz olan 400 mM tuz

uygulamasi ile 19.790 iinite mg™ protein ile en diisiik aktiviteyi gostermistir.

Tuza duyarli oldugu bilinen NM-503 ¢esidinin SOD aktivitesi kontrol grubunda,
272.0 iinite mg'1 proteinken, tuz uygulanan ilk kontrol olan 100 mM’da 184.09 {inite
mg™ protein’e diistiigii gozlemlenmistir. 200 mM tuz konsantrasyonu uygulanan grupta
265.63 iinite mg™ protein’e yiikselmis, 400 mM tuz konsantrasyonu uygulanan grupta

ise 232.0 iinite mg™ protein’e diistiigii gdzlemlenmistir.

ey Serbestli_k Kareler | Kareler 'F . 3:;1;
derecesi | toplanm | ortalamasi | degeri ®)

Cesit 1 13392 13391.3 14.33 | 0.002

Konsantrasyon 3 68668 22889.3 24.50 | 0.000

Cesit * Konsantrasyon 3 14949 21800.1 23.33 | 0.000

Hata 16 162409 934.3

Genel 23 41480.2
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Cizelge 4.23: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus
kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 mM) NaCl

uygulanmasi sonucu elde edilen kalluslarin SOD analizinin iki yonlii varyans analizi.

Cesit NaCl SOD Aktivitesi
Konsantrasyonu - -1 ;
(MM) (linite mg™ protein)
Ortalama + S.H.
0 227.284+8.77 ab
Carmen 100 258.0+10.6 ab
200 259.6+28.6 ab
400 19.790+0.724 ¢
0 272.0+£32.9 a
100 184.09+3.24 b
NM-503 200 265.63+£3.66 ab
400 232.0+19.5 ab

Cizelge 4.24: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) cesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200,400) NaCl uygulanmasi sonucu elde edilen kalluslarda SOD analizinden

elde edilen sonuglar.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna goére belirgin bir fark (P<0.05)

olugturmaktadir.

SH: Standart hata.



101

300

250 ab ab

SOD aktivitesi
(tinite mg™* protein)
5 3
O

[y
o
o

Ul
o

0 100 200 400
m Carmen NM-503

Sekil 4.33: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslarin siiperoksit

dismutaz aktivitelerinin iinite mg-1 protein cinsinden gosterimi.

4.3.7 Katalaz (CAT) Aktivitesi

Cizelge 4.25’te Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) cesitlerine
ait kallus Kkiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl
uygulanmas1 sonucu unit cinsinden katalaz aktivitelerinin iki yonlii varyans analizi,
Cizelge 4.26’te ise CAT aktivitelerinin iinite mg” protein cinsinden miktarlari ve

standart hatalar1, Sekil 4.34’de ise bu verilerin grafik lizerinde gdsterimi verilmistir.

Bu verilere gore Carmen’in CAT aktivitesi kontrol grubunda diisiikken 100 mM
tuz uygulanan kallusta yiikselmis ve en yiiksek aktivitesini 400 mM tuz uygulanan
grupta gostermistir. Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamlhi bir farklilik

gozlemlenmemistir.

CAT aktivitesi Carmen ¢esidine ait kontrol grubundaki katalaz aktivitesi 1.34
iinite mg™® protein olarak Olgiilmistir. ik tuz uygulamasi olan 100 mM
konsantrasyonun uygulandigi grupta aktivite, 1.87 tnite mg'1 protein’e ylikselmistir.
200 mM tuz konsantrasyonunda 1.54 iinite mg™” protein diisen aktivite, en yiiksek
miktarini en yliksek tuz konsantrasyonu olan 400 mM grubunda gostererek 3.59 iinite

mg™* protein olarak belirlenmistir.
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Tuza duyarlh olarak bilinen NM-503 ¢esidinin kontrol grubundaki katalaz enzim
aktivite miktar;, 8.87 iinite mg™ protein ile en yiiksekken tuz uygulanan ilk
konsantrasyon olan 100 mM grubunda 2.45 iinite mg™ protein olarak olciilerek diisiis
oldugu goézlemlenmistir. 200 mM tuz uygulanan, kontrole gore diislis bir 6nceki tuz
konsantrasyonu grubuna gore ylikselme gdstermistir ve katalaz aktivitesi 3.93 {inite mg
! protein olarak &l¢iilmiistiir. En yiiksek konsantrasyon olan, 400 mM tuzun uygulandig
grupta ise katalaz aktivitesi 2.46 iinite mg™ protein olarak l¢iilmiistiir.

Istatistiksel olarak kontrol grubu ile diger tuz uygulanan gruplar arasinda anlamli bir

farklilik gozlemlenmistir.
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Varyasyon kaynag Serbestli_k Kareler | Kareler F . g:;?;
derecesi | toplamu | ortalamasi | degeri P)

Cesit 1| 43.98 43.983| 17.30 0.000

Konsantrasyon 3| 39.52 13.172| 5.18 0.007

Cesit * Konsantrasyon 3| 84.34 28.113| 11.06 0.000

Hata 24| 61.03 2.543

Genel 31| 228.86

Cizelge 4.25: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu unit cinsinden katalaz miktarlarinin

iki yonlii varyans analizi.

Cesit NaCl Katalaz Miktarlari (iinite mg™
Konsantrasyonu protein)
(mM) Ortalama+SH

0 1.3£0.16 b

Carmen 100 1.9+0.12 b
200 1.5+0.001 b

400 3.6£1.45b

0 8.9+1.62 a

100 2.5+0.12 b

NM-503 200 3.9+0.54 b
400 2.46+0.17 b

Cizelge 4.26: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen 0.1 gram kallusun

unit cinsinden katalaz aktivitesi ve standart hatalari.

Aymi siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05)
olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.34: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen Kallusun iinite mg-1

protein cinsinden CAT aktivitesi.

4.3.8 Peroksidaz (POX) Aktivitesi

Peroksidaz (POX) aktivitesi analizi i¢in daha 6nceki ¢aligmalarda da oldugu gibi
iki ¢esit i¢in de kontrol grubu ile 3 farkli konsantrasyonda tuz stresi uygulamasi yapilan
kallus kiiltiirleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglarin iki yonlii varyans analizi, Cizelge
4.27°daki gibi gosterilmistir. Iki farkli pamuk ¢esidine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda tuz stresi uygulandiktan sonra elde edilen POX enziminin

aktivitesinin sonuglar1 Cizelge 4.28’de gosterilmistir.

Carmen c¢esidine ait kallus kiiltlirlerinde uygulanan NaCl miktarmin kontrollii
artis1t POX enziminin aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli olarak artisina neden
olmaktadir. Carmen c¢esidine ait kallus kiiltiirlerinde kontrol grubu ile 400 mM NaCl
stresi uygulanmis deney grubunun POX aktivitesinde olduk¢a 6nemli oranda farklilik

gostermektedir.

NM-503 ¢esidinin de ait kallus kiiltiirlerine uygulanan NaCl miktarinin artisi
POX enziminin aktivitesindeki artisa neden olmus ve bu artig istatistiksel olarak

anlamlilik gostermektedir. NM-503 ¢esidinin kontrol grubu ile 400mM NaCl uygulanan
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deney grubu POX enzim aktivitesi agisindan anlamli farklilik gostermektedir. POX
enzimi miktart her iki gesit i¢in de tuzluluga bagli olarak artmakta (Sekil 4.28) en
yiiksek farklilik NM-503 ¢esidinde goriilmektedir.

Artan tuzluluk stresine bagli olarak, NM-503 c¢esidinin kallus kiiltiirleri Carmen
cesidi kallus kiiltiirlerine oranla daha fazla POX aktivitesinde farklilik gdstermistir.
Carmen ve NM-503 c¢esitlerinin kontrol grubunun POX aktivitesi onemli oOl¢iide
farklilik gostermekte ve bu farklihlk 400 mM’lik NaCl konstantrasyonunda da
goriilmektedir (Sekil 4.35).

Carmen ¢esidinin kontrol grubuna ait peroksidaz aktivitesi, 10.19 inite mg™
protein goriilirken 100 mM tuz konsantrasyonu uygulanan grupta aktivitenin 10.46
{inite mg™ protein ile ¢ok yiikselmedigi gozlemlenmistir. 200 mM tuz konsantrasyonu
uygulanan grupta peroksidaz aktivitesinin 15.60 iinite mg™ protein’e yiikseldigi, 400
mM tuz konsantrasyonu uygulanan grupta ise 18.39 iinite mg™” protein’le en yiiksek
miktara ulagtig1 gortilmiistiir (Cizelge 4.28)

Tuza duyarli oldugu bilinen NM-503 g¢esidinde ise, kontrol grubunun peroksidaz
aktivitesi 4.28 iinite mg™” protein, tuz uygulanan ilk konsantrasyon olan 100 mM’da
12.43 iinite mg™* protein’e yiikseldigi goriilmiistiir. Sonraki konsantrasyonlarda ise (200
ve 400 mM) aktivitelerin bu konsantrasyona gore cok ylikselmedigi goriilmiistiir (13.99

ve 13.50 iinite mg™ protein).

. Onem

Serbestlik | Kareler | Kareler F
Varyasyon kaynagi ) diizeyi

derecesi | toplam | ortalamasi | degeri P
Cesit 1| 54.39 54.395| 22.89| 0.000
Konsantrasyon 3| 367.12 122.374| 51.50| 0.000
Cesit * Konsantrasyon 3| 76.04 25.348 | 10.67| 0.000
Hata 24| 57.03 2.376
Genel 31| 554.59

Cizelge 4.27: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu peroksidaz aktivitesinin unit

cinsinden miktarinin iki yonlii varyans analizi.



Cesit NaCl
Konsantrasyonu
(mM)

0
Carmen 100
200
400

0
100
NM-503 200
400

106

Peroksidaz Aktivitesi
Ortalama+SH
(iinite mg™* protein)

10.19+0.42d
10.46+0.68 cd
15.6+0.31 ab
18.39+0.52 a
4.28+0.66 e
12.43+0.99 bcd
13.99+1.45 be
13.50+0.49 bed

Cizelge 4.28: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli

konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kallusun peroksidaz

aktivitesinin tinite mg-1 protein cinsinden miktarlari

Aynt siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna goére belirgin bir fark (P<0.05)

olugturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.35: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kallusun peroksidaz

aktivitesinin tinite mg-1 protein cinsinden aktivites

4.3.9 Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

Askorbat peroksidaz aktivitesi analizinde her iki grup (Carmen ve NM-503) igin
de 3 farkli konsantrasyonda tuz stresi uygulamasi yapilan kallus kiiltiirleri
kullanilmistir. Elde edilen sonuglarin iki yonlii varyans analizi Cizelge 4.29°da
gosterilmistir. Iki farkli pamuk cesidine ait kallus kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda
tuz stresi uygulandiktan sonra askorbat peroksidaz enziminin aktivitesinin sonuglar
Cizelge 4.30’de gosterilmistir. Bu sonuglarin grafiklendirilmis hali ise Sekil 4.36’da
gosterilmistir. Her iki ¢esidin de kontrol gruplar karsilastirildiginda istatistiksel agidan
bir farklilik goériilmemektedir. 100 mM NaCl uygulanan Carmen ve NM-503 g¢esitleri
arasinda ¢ok biiylik bir farklilik olmamak ile birlikte her iki ¢esidin de en yiiksek
askorbat peroksidaz aktivitesi gosterdigi konsantrasyon 400 mM NaCl kullanildiginda

elde edilmistir. Bu durumda anlamli fakat biiyiik bir farklilik bulunmamaktadir.

Carmen g¢esidi i¢in kontrol grubunda aktivite, 0.0014 unit/mg proteinken, ilk
konsantrasyon olan 100 mM tuz uygulamasinda aktivitenin neredeyse degismeden
0.00134 oldugu goriilmiistiir. 200 Mm konsantrasyonu ile 0.0027 iinite mg™ protein
olan aktivite miktar1 en yiiksek konsantrasyon olan tuz uygulamasinda 0.0030 iinite mg’

! protein olarak belirlenmis ve Carmen ¢esidi igin en yiiksek aktiviteyi gostermistir.



108

NM-503 ¢esidi icinse askorbat peroksidaz aktivitesi kontrol grubunda 0.001460
iinite mg” protein olarak belirlenirken, uygulanan 100 mM ve 200 mM tuz
konsantrasyonunda aktiviteler 0.0016 ve 0.0018 iinite mg™ protein olarak belirlenmistir.
Bu konsantrasyonlarda aktivitenin fazla yiikselmedigi gozlemlenirken 400 mM tuz
konsantrasyonu olan uygulamada 0.0039 iinite mg™ protein ile en yiiksek aktivitenin bu
konsantrasyonda oldugu belirlenmistir.

Iki gesit birbirlerine gore kiyaslandiginda artan tuz konsantrasyonlarinda

askorbat peroksidaz aktivitesinin de dogru orantili olarak arttig1 gozlemlenmistir.
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Varyasyon kaynag Sgrbestli_k Kareler | Kareler F glnzil;
erecesi | toplanm | ortalamasi | degeri P)

Cesit 1 700 700.0| 0.07| 0.799

Konsantrasyon 3| 220012 733375 6.92| 0.002

Cesit * Konsantrasyon 3| 30166 10055.2| 0.95| 0.433

Hata 24| 254468 10602.9

Genel 31| 505347

Cizelge 4.29: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi1 sonucu askorbat peroksidaz aktivitesinin

miktarlariin iki yonlii varyans analizi.

Cesit NaCl Askorbat Peroksidaz
Konsantrasyonu Aktivitesi (iinite mg™
(mM) protein)
Ortalama+SH
0 0.0014+0.0001 b
Carmen 100 0.0014+0.0004 b
200 0.0027 +0.0004 ab
400 0.0030+0.001 ab
0 0.0015+0.0001 b
100 0.0016 +0.0005 ab
NM-503 200 0.0018 +0.0004 ab
400 0.004 +0.0008 a

Cizelge 4.30: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslarin askorbat

peroksidaz miktarlar1 ve standart hatalart.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir.
SH: Standart hata.



110

0,005
0,0045
0,004
0,0035
0,003

ab
ab
0,0025
0,002 b %b
00015 b b b
0,001
0,0005
0
0 100 200 400

m Carmen NM-503

Askorbat Peroksidaz Aktivitesi
(tinite mg! protein )

Sekil 4.36: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslarin askorbat

peroksidaz aktivitesinin iinite mg-1 protein cinsinden aktivitesi.

4.3.10 Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin hesaplanmasinda iki ¢esit (Carmen ve
NM-503) pamuk bitkisinden elde edilen kallus kiiltiirlerine 3 farkli tuzluluk stresi
uygulanmis ve bu kiiltiirler kullanilmigtir. Yapilan varyans analizi elde edilen sonuglarin
anlam diizeyleri cizelge 4.31°de, verilerin tablosu ise cizelge 4.32°de gdsterilmistir. iki
ceside ait verilerin grafikleri Sekil 4.37°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglar

dogrultusunda anlamli bir farklilik elde edilmemistir.

Glutatyon rediiktaz aktivitesi Carmen ¢esidinde kontrol grubunda 0.0159 {inite
mg™ protein bulunurken, uygulanan ilk tuz konsantrasyonundan sonra (100 mM)
aktivite 2 katina cikarak 0.031 {inite mg'l protein olmustur. Daha sonra uygulanan
konsantrasyonlarda (200, 400 mM) artan konsantrasyonlara bagli olarak azalma
gbzlemlendigi halde (0.00663, 0.00706) bu iki konsantrasyon arasinda anlamli bir fark

goriilmemistir.

NM-503 ¢esidinde ise kontrol grubunda 0.0072 unit/mg protein olan glutatyon

rediiktaz aktivitesi, uygulanan ilk konsantrasyon olan 100 mM tuz ile iki katina ¢ikarak
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0.01200 iinite mg'l protein olarak Ol¢iilmiistiir. Daha sonra 200 mM tuz
konsantrasyonunda 0.014 iinite mg™ protein olan aktivite en yiiksek konsantrasyon olan
400 mM tuz uygulamasinda NM-503 c¢esidi i¢in en yliksek miktar olan 0.016 {inite mg'1
protein’e ulagsmasma ragmen bir 6nceki konsantrasyonla arasinda g¢ok bir farklilik

olmadig1 gozlemlenmistir.

ki ¢esit kiyaslandiginda Carmen cesidi icin tuz konsantrasyonu arttik¢a
glutatyon rediiktaz aktivitesi azalirken, NM-503 uygulanan tuz konsantrasyonu arttikca
glutatyon rediiktaz aktivitesi artmasina ragmen en yiiksek glutatyon rediiktaz
aktivitesinin gozlemlendigi 400 mM tuz uygulanan konsantrasyondaki aktivite Carmen

¢esidinin kontrol grubundaki aktivitesiyle ayn1 oldugu goriilmiistiir.

Carmen ve NM-503 cesitlerinin tiim gruplarinda GR enzim aktivitesi genel
olarak diisiik olmak ile birlikte tuz oraninin artis1 ile Carmen grubunun GR aktivitesi
daha da azalma gostermektedir (Cizelge 4.32). Carmen ve NM-503 cesitlerine tuz
uygulanan her bir grubunun GR enzim aktivitesinin Sekil 4.30°daki gibi grafikte

gosterilmistir.

Varvasvon kavnas Serbestlik | Kareler | Kareler F (?.,neem,
yasy R derecesi | toplamn | ortalamasi | degeri lzé)yl

Cesit 1{0.000003| 0.000003| 0.01 0.912

Konsantrasyon 310.000581| 0.000194| 0.80 0.508

Cesit * Konsantrasyon 30001550 | 0.000517| 2.13| 0.123

Hata 2410.005828 | 0.000243

Genel 31(0.007962

Cizelge 4.31: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu glutatyon rediiktazin unit (U)

cinsinden spesifik aktivitelerinin iki yonlii varyans analizi.
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Cesit NaCl Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi
Konsantrasyonu (iinite mg™ protein)
(mM)
Ortalama+SH
0 0.0158+0.0008 a
Carmen 100 0.0307+0.02 a
200 0.00663+0.001 a
400 0.00706+0.002 a
0 0.007226+0.0004 a
100 0.01200+0.001 a
NM-503 200 0.014340+0.0008 a
400 0.015873+0.0008 a

Cizelge 4.32: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu glutatyon rediiktazin unit (U)

cinsinden aktiviteleri ve standart hatalar1.
Aynut stitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir.

SH: Standart hata.
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Sekil 4.37: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu glutatyon rediiktazin {inite mg-1

protein  cinsinden normal aktiviteleri.
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4.3.11 DPPH (% Inhibisyon)

Cizelge 4.33’de Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine
ait kallus Kkiiltiirlerine farklt konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NacCl
uygulanmasi sonucu DPPH miktarlarinin iki yonlii varyans analizi, Cizelge 4.34’de ise
DPPH analizi sonucunda elde edilen % inhibisyon oranlar1 verilmistir. Bu verilerle elde
edilen Sekil 4.38’deki grafige gore Carmen ¢esidi i¢in en fazla % inhibisyon orani
kontrol grubunda, en az ise 100 mM uygulanan grupta gézlemlenmistir. 4 grup arasinda

(kontrol, 100, 200, 400 mM) istatistiksel olarak farklilik oldugu gorilmiistiir.

Carmen ¢esidinin kontrol grubunda DPPH radikalinin % inhibisyon degeri 362
iken, uygulanan en yiiksek konsantrasyon olan 400 mM grubunda 169 ile en diisiik
oldugu bildirilmistir. ilk uygulanan konsantrasyon olan 100 mM tuz konsantrasyonunda
en yiiksek % inhibisyon degeri, 200 mM tuz uygulamasiyla 270.21°e yiikselmis fakat
daha sonra en yiiksek konsantrasyonda kontrol grubuna gore diisiis oldugu

gozlemlenmistir.

NM-503 ¢esidi i¢in ise kontrol grubunda en fazla %inhibisyon orani
gozlemlenirken bu oran en az % inhibisyon oram1 gozlemlenilen 100 mM tuz
konsantrasyonu uygulanan grupta azalmis ve bu konsantrasyondan sonra tekrar arttigi
gozlemlenmistir. Tuz uygulanan 3 konsantrasyon arasinda istatistiksel olarak farklilik
gozlemlenmezken kontrol grubunda bu 3 gruba gore istatistiksel olarak farklilik

gozlemlenmistir.

NM-503 cesidinde ise baslangicta 248.3 ile en yiiksek oldugu gozlemlenen %
inhibisyon degeri en diisiik, ilk tuz uygulamasi olan 100 mM konsantrasyonunda 58.36
olarak Olgiilmiistiir. 200 mM tuz konsantrasyonu uygulamasinda 98.68 olan %

inhibisyon degeri 400 mM tuz konsantrasyonunda 114.61°dir.
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. Onem
Serbestlik | Kareler | Kareler F
Varyasyon kaynag ) diizeyi
derecesi | toplamu | ortalamasi | degeri ®)

Cesit 1| 73896 73896.0 | 110.27 0.000
Konsantrasyon 3| 199495 66498.2 | 99.23 0.000
Cesit * Konsantrasyon 3| 18514 61714 9.21 0.000
Hata 24| 16083 670.1
Genel 31| 307988

Cizelge 4.33: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu DPPH miktarlarmin iki yonli

varyans analizi.

Cesit NaCl % Inhibisyon

Konsantrasyonu Ortalama+SH
(mM)

0 352.6+2.14 a

Carmen 100 112.1423.4 cd
200 270.21£8.05 b

400 169.41+£2.14 ¢

0 248.3+£22.7 b

100 58.36+5.63 d

NM-503 200 98.68+9.50 d
400 114.614£9.10 cd

Cizelge 4.34: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslarin %

inhibisyon oranlar1 ve standart hatalari.

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna goére belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir.

SH: Standart hata
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Sekil 4.38: Carmen ve NM-503 pamuk (Gossypium hirsutum L.) gesitlerine ait kallus kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) NaCl uygulanmasi sonucu analizlenen kalluslarin %

inhibisyon oranlari.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada tuzluluga dayanikli (Carmen) ve duyarli (NM-503) oldugu bilinen
iki pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esidinin tohumlar1 in vitroda yari1 kati besin
ortaminda ¢imlendirilmistir. Elde edilen steril fidelerden elde edilen kalluslar, 4 hafta
boyunca farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400 mM) tuza maruz birakildiktan

sonra fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal parametreleri incelenmistir.

Tuzlulugun diinyada insanlik tarihi boyunca tarim i¢in biiyiik bir problem oldugu
bilinmektedir (Ma et al., 2011). Bu yiizden tuz stresi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin asil
amaci, tuzlu kosullarda kultir bitkilerinin veriminin arttirilmasi ig¢in tolerans
mekanizmalariin gelistirilmesine yoneliktir.

Pamuk, diinya capinda dnemli bir tarim irliniidiir. Her ne kadar tuza tolerant
kiiltiir bitkilerinden biri olarak siniflandirilsa da biiyiime ve gelismesinin tuzluluktan
olumsuz yonde etkilendigi bilinmektedir (Maas, 1990; Maas and Hoffman, 1977; Qadir
and Shams, 1997; Higbie et al., 2010).

Yapilan caligmalarda pamuk bitkisi, halofit olmayan fakat orta derecede tuza
toleranshi bitki tiirii olarak bildirilmistir (Tei&Zeiger, 2008; Maas, 1990). Halofit
olmayan pamuk bitkisinin tolere edebildigi tuzluluk miktart 200-300 mM aralig1 olarak
bilinmektedir (Greenway&Munns, 1980). Bu bilgiler 1s1ginda elde ettigimiz sonuglara
gore sinirlayict doz 400 mM olarak belirlenmistir. Calismada fizyolojik ve morfolojik
parametreler incelenerek, 200 mM tuz konsantrasyonu uygulanan kallus grubununun en
son biiylime ve gelisme gosterdigi grup oldugu ve uygulanan en yiiksek konsantrasyon
olan 400 mM tuz konsantrasyonunun oldugu kallus grubunda her iki ¢esidin de biiyiime
ve gelismesinin durdugu gézlemlenmistir.

Calismada kallus yapisi, kallus rengi, kallus olusum orani, yas agirlik, kuru
agirlik miktari, yas agirhigin kuru agirliga orani, kararma yiizdesi biiyiime ve gelisme
parametreleri olarak incelenmistir.

In vitro’da tuz stresi ile yapilan g¢aligmalarda kallus rengi ve yapisinin da
bliylimeye etki eden Oonemli parametreler oldugu belirtilmistir (Ganesan&Jayabalan,

2005).

Dayanikli oldugu bilinen Carmen c¢esidine ait kalluslarin, kontrol ve tuz
ortamina maruz birakildiklar1 andan itibaren duyarli oldugu bilinen NM-503 c¢esidine

oranla daha fazla karardiklar1 ve NM-503 c¢esidinde yesil renge ait kalluslarin daha
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yiiksek oranda oldugu gozlemlenmistir. Pamuk bitkisinde tuz stresine maruz birakilan
kalluslarin kontrol grubunun yesil ve canli renklerde oldugu, tuz stresine maruz
birakildiktan sonra renklerinin  kreme/kahverengiye dondiigii gozlemlenmistir
(Ganesan&Jayabalan, 2005). Tuza maruz birakilan pamuk kalluslarinin renk skalasi
belirlendigi baska bir calismada kontrol grubunda agik gri, tuz uygulanan disiik
dozlarda sari/krem rengi, yiiksek dozlarda ise kahve renge sahip oldugu gézlemlenmistir
(Zhang&Zhou, 1999). Tuz uygulamasina maruz kalmadan Once kararma oranlari
birbirine yakin olan kalluslarin, tuz stresi konsantrasyonu varliginda renklerinin farkli
skalada ve farkli oranlarda olmasi tuz stresine verdikleri tepkinin ¢eside bagli olarak

degismesi ile agiklanabilmektedir.

Calismamizda iki ¢esidin de kontrol grubunda kompakt yapiya sahip kallus orani
yiiksekken uygulanan tuz konsantrasyonu arttikca bu oran yerini gevsek kallus yapisina
birakmistir. Bitki doku kiiltiiriinde, bitki {iretimi ve rejenerasyonu igin somaklonal
varyasyon olduk¢a onemlidir. Varyasyon sikligi hangi doku kiltlirii tekniginin
kullanildigina baglh olarak degisir. Kallus kiiltiirlerinde ve hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
somaklonal varyasyon daha sik goriiliir. Bu nedenle, tuz toleransi {izerine yapilan in
vitro seleksiyon c¢alismalarinda diger kiiltirlerden ziyade kallus kiiltiirleri
kullanilmaktadir (Chandler and Thorpe, 1986; Dijilianov et al., 2003; Liua et al., 1998;
Nabors et al., 1975). Tuz stresine bagli olarak degisen kallus rengi ve yapisinin, somatik
embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonunu agiklamada da 6nemli bir parametre oldugu
belirtilmektedir. Embriyogenik kalluslar, parlak ve sari renge sahip bir goriiniim,
kompakt ve kiiresel yapilari ile karakterize edilirken, embriyogenik olmayan kallus yari
saydam ve daha kahverengimsi renkte oldugu bildirilmistir (Gandonou et al., 2005).
Kontrol grubunda en fazla kompakt kallus oranina sahip olan NM-503 ¢esidinin in vitro
seleksiyon i¢in daha uygun bir ¢esit oldugunu sdyleyebiliriz.

Yas ve kuru agirlik, bitkide tuz stresi etkisinin incelendigi ¢aligmalarda 6nemli
bir parametre olarak kabul edilmektedir (Pessarakli, 2014). Tuz stresinin pamuk
bitkisinde biiyiimeyi etkiledigini ve doz arttikga biiylimenin geriledigini bildirilen
calismalar bulunmaktadir (izci, 2009; Oliveira et al.,1998). Kuru agirlik, ozmotik stres
uygulanan bitkiler i¢in ayirt edici bir parametre olarak bilinmektedir ve ozmotik stres
altindaki bitkilerin yas agirlhlk maddelerinde azalma olurken, ¢oziilebilir madde
birikiminden otiirii kuru agirlik maddelerinin arttid1 gériilmiistiir (Javed and Ikram,

2008). Calismamizda kuru agirlik miktarlariin tiim ¢esit ve dozlarda neredeyse ayni
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oldugu goriilirken kuru agirliklarin belirgin farkliliklari, yas agirliklarimin kuru
agirliklarina oranlanmasiyla elde edilmistir. Elde edilen bilgilere gore prolin miktar ile
yas kuru agirliklar1 orami birbirleriyle kiyaslandiginda yas agirlik/ kuru agirhik
miktarinin artisinin ¢éziinebilir madde miktariyla dogru orantili olmadig: goriilmektedir.
Pamukta 3 farkli ¢esitte (Tuza tolerant, orta tolerant ve duyarli) tuz konsantrasyonuna
bagli olarak yas agirlik/kuru agirlik oranini inceleyen Garratt et al., (2002), bu oranin
cesitlerde doza bagli olarak korelasyonlu bir sekilde artip azalmadigini bildirmislerdir.
Bu bilgiler ve veriler 1s18inda yas agirlik/kuru agirlik oraninin, ¢eside ve doza bagl
olarak kallusun igerisindeki su miktarinin farkli olmasiyla degisebilecegi seklinde
aciklanabilir. Calismada kontrol ve artan tuz konsantrasyon gruplarinda yas agirliklari
belirlenen kalluslarda, tuza dayanikli oldugu bilinen Carmen ¢esidinin, kontrol
ortaminda duyarli oldugu bilinen NM-503 cesidine gére daha az biiyiime gosterdigi
goriilmiistiir ve tuz ortamindaki artan konsantrasyona bagli olarak gelisimindeki
gerilemesinin ise daha az oldugu gozlemlenmistir. Bu bilgiler dogrultusunda arazi
kosullarinda tuzluluga dayanikli oldugu bilinen Carmen ¢esidinin in vitro’da biiyiime ve
gelisme parametrelerinden elde ettigimiz sonuglara gore bitki doku kiiltiiri
calismalarinda uygunlugunun NM-503 ¢esidine nazaran daha az oldugunu fakat tuz
stresine karst dayanikli olmasina bagh olarak fizyolojik biiyiime ve gelismesinin daha

az etkilendigini soyleyebiliriz.

Bitki biiyiimesi entegre bir fizyolojik siirecin sonucudur. Fizyolojik siiregler
cevresel faktorlerden etkilenir ve bitkilerin strese verdigi cevabi belirler. Fotosentez,
fizyolojik siirecin en belirgin 6zelligidir. Bitki biiylimesine bagli olan biyokiitle iiretimi,
fotosentezin olgiistidiir ve dolayisiyla biiyiimeyi etkileyen ¢evresel faktorler fotosentezi
etkiler. Tuz stresine maruz kalma sonucu bitkinin verdigi yanit dnemlidir. Fotosentetik
verim, tuz stresine maruz kalan bitkilerde daha disiiktiir, ancak klorofil orani
bakimindan ifade edildiginde fotosentetik potansiyelin tuz stresinden biyiik 6lgiide
etkilenmedigi gorilmiistiir (Parida&Das, 2005). Klorofillerdeki pigment igerigi, bitkinin
biiyiimesi ve verimliligi ile dogrudan ilgilidir (Sabir et al., 2012). Karotenoidler, enerji
transferine katilirlar ve reaksiyon merkezini otooksidasyondan korurlar (Duran et al.,
2010). Calismamizda, tuzluluga dayanikli oldugu bilinen Carmen ¢esidinde klorofil a ve
b miktar1 kontrol grubuna gore tuz uygulanan gruplarda azalmis fakat duyarli oldugu
bilinen NM-503 ¢esidinde anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir. Klorofil b’nin

kimyasal yapisinda, klorofil a’ninkinden farkli olarak 2. pirol halkasindaki 3. karbon
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atomunda aldehit grubu barindirmaktadir. Dekarboksilasyon ve metilasyon
tepkimelerinin sonucunda klorofil b, klorofil a’ya doniisiir (Ito et al., 1996). 400 mM tuz
uygulanan grupta Carmen c¢esidinin klorofil a miktar1 azalirken, klorofil b miktarinin
yiikselmesi bununla agiklanabilir. Total klorofil miktarinda her iki ¢esit i¢in de bir
degisiklik olmadigt ve total karotenoid miktarmin iki ¢esitte de artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi goriilmiistiir. Tuz stresinin pamuk bitkisindeki
etkisinin arastirdirildig calismalarda, uygulanan tuz konsantrasyonunun miktari arttik¢a
klorofil miktarinda anlamli degismelerin meydana gelmedigi, fakat bitkilerde tuz
stresinin  karotenoid miktarin1 azalttigina dair sonuglar bildirilmistir. Bu sonuglar
kloroplastlarin pamuktaki siiperoksit radikallerine karst korunmasinda savunma hattin
olusturdugunu dogrulamaktadir (Meloni, 2003; Zhang, 2014; Duran et al., 2010). Bu
bilgiler dogrultusunda ¢alismamizdaki sonuglar tuz stresine maruz kalan pamuk
bitkisinin artan tuz konsantrasyonlarina karsin fotosentetik aktivitesinin etkilenmedigini

gostermektedir.

Tuz stresinde, zararh iyonlarin diisiik konsantrasyonunu korumak ve gerekli
iyonlarin konsantrasyonunu stabil diizeyde tutmak icin iyon akisinin diizenlenmesi
gereklidir. Normal sartlar altinda bitki hiicresinin sitozoliinde, K™ derisimi yiiksek ve
Na® derisimi seviyeleri diisiik tutularak yiiksek K'/Na® oram1 korunur
(Higinbotham.,1973). Tuzlu kosullarda, bitki koklerinde Na*/K® oram1 ve Na'
konsantrasyonu artmasi hiperozmotik stres, iyon dengesizligi ve toksisite ile sonuglanir.
Bu iyonik dengesizligin arkasindaki neden, tuzlu kosullarda, Na* ve K* iyonlarmmn
hidrat formunun benzer hale gelmesi ve K* giris yolunun Na* ve K arasinda ayrim
yapmasini zorlastirmasidir. Na*/K* oranini korumak igin, tuza toleranslh bitkiler Na™'nin
koklerinden akisimi azaltir, sitozolde mevcut olan Na™nin vakuole boliinmesini ve Na*
'min kok hiicrelerden akmasini saglar (Keisham et al. 2018). Uyumlu c¢oziiniirler
(ozmolitler) gibi davranan metabolitlerin birikimi, bitkilerin ozmotik potansiyelindeki
degisikliklere verilen c¢evresel tepkilerinden biridir. Coziinebilir seker, kompleks
sekerler gibi ozmolit islevine sahip metabolitler, olumsuz kosullar altinda bitkilerde
siklikla gozlenir. Prolin ve glisin betain gibi uyumlu ozmolitler, makromolekiillerin
koruyucular1 ve ayrica stresli kosullar altinda ROS temizleyicileri olarak gorev yaptigi
bilinmektedir (Desingh&Kanagaraj, 2007). Ozmolitlerin, protein yapisini stabilize
ederek ya da stres kosullarinda iiretilen ROS'u temizleyerek makromolekiillerin

korunmasinda islev gordiigii bilinmektedir (Mitysik et al., 2002). Prolin, tuzluluk stresi



120

altinda ozmotik bir regiilator ve stres ile ilgili bir sinyal olarak goérev yapan baskin bir
organik molekiildiir. Ayn1 zamanda hiicre ozmoregiilasyonunda, dehidrasyon sirasinda
proteinlerin korunmasinda rol oynar ve stres kosullarinda enzimatik bir regiilatér gérevi
de gorebilir (Rontein ve ark. 2002). Calismamizda prolin miktarinin tuza dayanikli
oldugu bilinen Carmen c¢esidinde, uygulanan tuz dozu arttik¢a kontrole gore arttigi
goriilmistiir. Tuza duyarli oldugu bilinen NM-503 c¢esidinde ise prolin miktarinin
uygulanan tuz konsantrasyonu artigi ile birlikte azaldigi goriilmiistiir. Sonuglarimiz
pamuk bitkisinin tuza karsi toleransini ozmotik regiilasyonlarla sagladig1 bilgisiyle
paralellik gostermistir. Tuz stresi uygulanan pamuk bitkisinde tuz diizeyi arttik¢a
bitkinin  tolerans mekanizmasmi, antioksidan ve fotosentetik  enzimlerle

karsilastirildiginda ozmoprotektanlarin birikimiyle saglandigi goriilmiistiir.

Bitkilerin, tuzluluk stresine maruz kaldiklarinda ozmolitler sayesinde protein
yapisint stabilize ederek kendini ROS’dan korudugu bilinmektedir. (Zhu, 2001).
Coziilebilir proteinlerin tuz stresi varliginda azaldig: bildirilmistir (Parida et al., 2005).
Fakat pamuk bitkisinde tuzlulugun proteinlere etkisinin ¢eside bagl olarak degistigi
bildirilmistir (Garratt et al., 2002). Calismamizda ¢oziilebilir protein miktarinin ¢eside
ve uygulanan doza bagl olarak degismedigi goriilmiistiir. Bu bilgiler ve sonuglarimiz
dogrultusunda tuza tolerant oldugu bilinen pamuk bitkisinin tuz stresi varliginda protein

yapisinin stabil kaldig1 ve etkilenmedigi goriilmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin bir formu olan hidrojen peroksit (H,0O,) oksidatif
stresin urtintidiir. Bitkilerde, kloroplastlarda Mehler reaksiyonu ile olusan siiperoksit,
SOD enzimi tarafindan H,0,’ye doniistiiriiliir. Mitokondride elektron taginimi sirasinda,
peroksizomlarda ise fotorespirasyon sirasinda olusur. H,O, molekiilii zardan kolaylikla

gecebilen bir molekiildiir (Ozdamar ve ark., 2016; Mittler, 2002).

Bitkilerin temel fizyolojik ve hiicresel metabolik siirecler esnasinda reaktif
oksijen tiirlerini sinyal iletim molekiilii olarak kullandiklari bilinmektedir (Blokhina and
Fagerstedt 2010). Tuzluluk, bitkiyi ozmotik olarak strese maruz birakir ve iyon
dengesini bozarak ¢esitli metabolik olaylari etkiler (Abogadallah, 2010). Tuz stresinin,
hiicrelerde genellikle i¢cinde HO,’nin de oldugu ROS iiretimine sebep oldugu
bilinmektedir. H,O; iiretiminin regiile edilmesi, bitkinin tuz stresine karsi adaptasyon
sagladig1 mekanizmalardandir (Avsian-Kretchmer et al. 2004; Zhang et al. 2006; Zhao

et al. 2007). Hidrojen peroksit diisiik konsantrasyonlarda sinyal molekiilii olarak gorev
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alirken, yiiksek konsantrasyonlar: hiicreye hasar verecek ROS olusumunu tetikledigi
icin o molekiilleri siipiirecek etkinlikte olan antioksidanlarin aktiflestirilmesinde de
onemli gorev oynar (Ercan, 2008). Calismamizda hidrojen peroksit miktarmin tuza
dayanikli oldugu bilinen Carmen c¢esitinde kontrol grubuna gére tuz uygulanan doz
arttikca azaldigy, tuza duyarli oldugu bilinen gesitte ise tuz uygulanan ilk dozdan sonra
kontrole gore artis oldugu fakat gruplar arasinda Onemli bir fark bulunmadigi
gorilmistiir. Tuz stresi uygulanan pamuk bitkisinde hidrojen peroksit miktarinin tiirlere
ve uygulanan doza bagl olarak degiskenlik gosterdigi ve en fazla degisimin dayanikli
cesitte oldugu gortilmiistiir (Garratt et al., 2002). Pamuk bitkisine tuz stresinin etkisinin
arastirildigr baska bir ¢alismada ise hidrojen peroksit miktarinin tuza dayanikli ve
duyarli oldugu bilinen her iki cesitte de tuz dozunun artmasiyla arttig1 gézlemlenmistir
(Zhang et al., 2014). Kendi ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar ve literatiirdeki bilgiler
dogrultusunda, hidrojen peroksidin hiicre i¢i homeostazide sinyal molekiilii olarak gérev
aldigr i¢in mi diisiik derisimlerde var oldugunu yoksa enzim aktivitelerinin etkinlesmesi
sonucu Katalizlenerek baska molekiillere dontismesiyle mi derisiminin diistiiglini

antioksidan metabolizmayi biitiin olarak degerlendirerek aciklayabiliriz.

Tuz stresiyle birlikte reaktif oksijen tiirleri (ROS) ¢oklu doymamis yag asitleri
ile etkilesime girerler ve bunun sonucunda lipid peroksil radikaller meydana gelir. Bu
radikallerin reaksiyonu sonucunda membran organizasyon biitlinliigiinii bozulur ve bu
peroksidasyon sonucu MDA (malondialdehit) olusur. Bu sebeple MDA hiicre zarinda
meydana gelen lipid peroksidasyonunun belirteci olarak bilinmektedir (Keles, 2019;.
Halliwell, 2006; Niki, 1987; Cummins et al., 1994; Dolatabadian et al., 2008).
Calismamizda MDA miktarinin tuza dayaniklt oldugu bilinen Carmen ¢esidine
uygulanan tuz dozu arttik¢a kontrol grubuna gore azaldigi, tuza duyarli oldugu bilinen
NM-503 cesidinde ise kontrol grubuna gore en yiiksek dozun en yiiksek MDA miktarina
sahip oldugu goriilmistiir. Tuz stresi ile alakali ¢aligmalarda, tuz stresine maruz kalan
bitki dokularinda lipid peroksidasyonunun stresin bir gdstergesi oldugunu ve iiriinii olan
MDA ’nin, enzim aktiviteleri ile arasinda ters bir orant1 oldugu bildirilmistir. Ayrica, tuz
stresine bagli artan prolin miktarinin enzim aktivitesi iizerine etkili oldugundan dolay1
MDA miktarin1 da 6nemli derecede azalttigi tahmin edilmektedir (Koca, 2007). Tuz
stresi uygulanan pamuk bitkisinde (Zhang., 2014) elde edilen MDA miktarlarinin tuza
duyarl ¢esitte dayanikli ¢eside gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Sonuglarimizin

verilen bilgiler ve yapilan ¢alismalarla paralel oldugu goriilmektedir.



122

Bitkide antioksidanlarin aktivitesinin artmasi, tuz toleransi ile iligkilidir (Noreen
and Ashraf, 2009). Tuz stresi, siiperoksit, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesine neden olmaktadir. Normal sartlarda ROS,
hiicre i¢i antioksidanlar yoluyla nétrlestirilir, tuz stresi altinda asirt ROS birikmesi
oksidatif stresi tetikler ve normal metabolizmay1 ciddi sekilde bozar, niikleik asitte
protein yikimina ve mutasyona neden olur (Czegeny et al., 2014). Tuzluluk kaynakli
oksidatif hasar1 hafifletmek igin, bitkiler enzimatik ve enzimatik olmayan iki tip
antioksidan sistemi tasir. Enzimatik antioksidan sistemi, glutatyon rediiktaz (GR) ve
askorbat peroksidaz (APX) enzimlerinin yani sira, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve peroksidazlar1 (POX) igerir. SOD major antioksidan enzim olarak kabul
edilir, ¢linkii Oy” ve H;0, konsantrasyonunu diizenler. APX ve CAT, verimli H,O;
temizleme kabiliyetini ortaya koymaktadir. SOD varliginda APX ve CAT siipiirme

islemi sirasinda hayati 6neme sahip rol oynarlar (Aleem et al., 2019).

Siiperoksit dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1), reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1
ilk savunma hattin1 ve bitki hiicrelerinde ROS toksisitesine karsi antioksidan savunma
sisteminin olustugu en etkili bilesenleri igeren enzimdir. Siiperoksit radikallerini
detoksifiye ederek, H,O, molekiiliinii olusturur, OHe radikalinin olusma riskini azaltir
ve H,0, konsantrasyonlarimi belirledigi i¢in son derece 6nemlidir (Berwal, 2018).
Caligmamizda SOD aktivitesinin dayanikli oldugu bilinen Carmen c¢esidinde tuz
uygulamasiyla birlikte kontrol grubuna gore arttigi, duyarli oldugu bilinen ¢esitte ise
degisim olmadigi gozlemlenmistir. Pamuk bitkisinde, tuz stresinin antioksidan enzim
aktivitesi ile iliskilendirildigi ¢alismalarda, uygulanan tuz dozunun artis1 ile birlikte
dayanikli cesitteki SOD aktivitesinin duyarli ¢eside gore daha fazla oldugu ve SOD
aktivitesinin duyarl gesitte neredeyse degismedigi gozlemlenmistir (Zhang et al., 2014).
Ayrica pamuk bitkisinde tuzun etkisinin arastirildigi baska bir ¢alismada 100 mM
uygulanan tuz grubundaki SOD aktivitesinin dayanikli ¢esitte, duyarl ¢eside gore artis
gosterdigi goriilmiistiir (Rajguru et al., 1999). Yapilan calismalar dogrultusunda ve
calismamizdaki SOD  enziminin  aktivitesi ile H,O, sonuglar1  birlikte
degerlendirildiginde H»O, miktarinin onu detoksifiye eden enzimlerle azaltildigi

gorilmektedir.

CAT enzimi, tuzluluk gibi abiyotik stres kosullarinda SOD enziminin siiperoksit

radikalini katalizlemesiyle olusan hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene
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dontistiirerek yiiksek derisimlerde zararh etkisini azaltan iki enzimden biridir (Berwal,
2018; Aleem et al., 2019). Calismamizda tuzluluga dayanikli oldugu bilinen Carmen
¢esidinin artan tuz dozuna bagh olarak kontrol grubuna gére CAT enzim aktivitesinin
degismedigi fakat en yiiksek dozda artis gosterdigi, duyarli oldugu bilinen NM-503
cesidinde ise artan tuz dozuna bagli olarak kontrol grubuna gore azaldigi gorilmiistiir.
Pamuk bitkisi lizerinde tuzun etkisinin arastirildigi ¢alismalarda CAT enziminin, 100
mM tuz uygulamasiyla dayanikli oldugu bilinen ¢esitte kontrol grubuna gore artis
gosterdigi, duyarl oldugu bilinen c¢esitte ise degismedigi goriilmiistiir. Yapilan baska bir
calismada ise pamuk bitkisinin kdk ve yapraklarina uygulanan tuz stresinin kok ve
yapraklarda tuz dozu arttikca CAT aktivitesinin duyarli ve dayanikli tiiriin ikisinde de
azalttigr goriilmiistiir (Zhang et al., 2014). Sonuglarimiz ve yapilan c¢alismalar CAT
aktivitesinin, hem c¢eside hem de hidrojen peroksidin zararli etkisini katalizleyerek

azaltan baska antioksidan enzimlere bagli oldugu goriilmektedir.

Peroksidaz (POX) enzimi, abiyotik stres varliginda reaktif oksijen tiirlerine karsi
onemli antioksidan enzimlerden biri olarak bilinmektedir. Bitkinin, maruz kaldig tuz
seviyesinin artmast sonucunda POX enziminin aktivitesinde meydana gelen artis
abiyotik strese karsi direng gosterebildiginin belirtisidir (Duman, 2016). Yapilan
calismalarda pamuk bitkisinde tuz stresinin enzim aktivitesine etkisi incelendiginde,
POX enzim aktivitesinin pamuk c¢esidine gore degisebildigi gorilmistir (Meloni,
2003). POX enzim aktivitesinin tuz stresine bagli olarak artmasi, SOD enziminin
katalizledigi H»O,’nin parcalanmasi kabiliyetinin yiiksek oldugunu gosterir. Aksi
takdirde katalizlenmeyen H,O, hidroksil radikaline doniisebilir (Gossett et al., 1994b).
Calismamizdaki POX enzim aktivite miktarlari, pamuk bitkisinde tuz stresinin etkisinin
incelendigi arastirmalardaki sonuglarla paraleldir. Dayanikli oldugu bilinen Carmen
¢esidinde POX enzim aktivitesinin artan tuz konsantrasyonu ile kontrol grubuna kiyasla
arttigi, duyarli oldugu bilinen ¢esitte ise degismedigi goriilmiistiir. Tuz uygulanan
pamuk bitkisinde POX enziminin tuza dayanikli olan gesitte kontrol grubuna gore
aktivitesinin arttig1 caligmalar literatiirde bildirilmistir (Desingh&Karaganaj, 2002;
Gossett, 1994). POX enziminin aktivitesinin dayanikli g¢esitte CAT enzim
aktivitesindeki miktarlara gére daha fazla olmasi, pamuk bitkisinde hidrojen peroksit

konsantrasyonunun POX enzimiyle katalizlendigini gostermektedir.
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Askorbat peroksidaz, bitkilerde tuz toleransinin gelistirilmesinde, H,O'nin
detoksifikasyonunda, askorbik asidin homeostazisi ve hiicre i¢i ROS sinyal aginin
dengelenmesinde rol oynayan ROS sisteminin énemli enzimlerden biridir. Askorbat
peroksidaz (APX), bitkilerde H,O,i metabolize eden en énemli enzimlerden biridir.
APX, H;0; icin daha yiiksek bir afiniteye sahiptir ve kloroplastlarda, sitozol,
mitokondri ve peroksizomlarda ve ayrica apoplastik alanda, spesifik elektron dondr
olarak askorbat kullanarak onu H,O'ye indirger (Adriana et al., 2015). Tuzlulugun,
stiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, MDHAR, dehidroaskorbat rediiktaz ve
glutatyona bagli peroksidaz aktivitelerinde bir artisa neden oldugu bilinmektedir (Parida
et al., 2004). Calismada pamuk bitkisine ait Carmen ¢esidinde askorbat peroksidaz
aktivitesinin tuz stresine bagli olarak kontrol grubuna gore degismedigi duyarli gesitte
ise en yiiksek tuz konsantrasyonu uygulamasiyla artis gosterdigi goriilmiistiir. Yiiksek
diizeylerde antioksidanlarin ve aktif bir askorbat-glutatyon dongiisiiniin, pamukta tuz
toleransi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Gossett, 1994). Pamuk bitkisinde tuz stresi
uygulanan gruplarin askorbat peroksidaz miktarinin kontrol grubuna gore arttig1
goriilmiistiir. Askorbat peroksidazin katalazin erisemedigi membranlara ulasip hidrojen
peroksidi katalaza gore daha fazla katalizledigi bilinmektedir (Desingh&Kanagaraj,
2002).

Stres toleransinda 6nemli rol oynayan bir baska antioksidan, siiperoksit radikali,
hidroksil radikali ve hidrojen peroksit ile reaksiyona girebilen ve boylece serbest radikal
temizleyici olarak islev gorebilen glutatyon'dur. Ayrica askorbat-glutatyon dongiisii ile
askorbatin yenilenmesine de katilabilir (Parida et al., 2004). Glutatyon rediiktaz,
Kloroplast, sitozol ve mitokondride yer alan Halliwell-Asada dongiisiiniin son enzimidir.
H2,02’in siipliriilmesinde sinirlayici bir enzimdir ve askorbatin yeniden iiretiminde
istenen yiiksek GSH/GSSG oraninin korunmasinda gereklidir (Mittler, 2002).
Calismamizda glutatyon rediiktaz aktivitesinin Carmen c¢esidinde uygulanan ilk tuz
konsantrasyonunda arttigi, NM-503 cesidinde ise yiiksek tuz konsantrasyonu varliginda
aktifleserek arttig1 goriilmistiir. Bitkilerin glutatyon rediiktaz enziminin tuz stresi
altinda arttig1 bilinmektedir (Parida et al., 2004). Pamukta yapilan ¢aligmalarda tuz
stresinin tuza toleranshi ¢esitte glutatyon rediiktaz aktivitesinde artisa neden oldugu
bildirilmistir (Gossett et al., 1994, 1996; Rajguru et al., 1999; Desingh&Kanagaraj,
2007). Gossett ve ark. (1994), yiiksek diizeylerde antioksidanlarin ve aktif bir askorbat-

glutatyon dongiisiiniin, pamukta tuz toleranst ile iligkili oldugunu ileri slirmiistiir.
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Cesitlerimizde artan tuz konsantrasyonu varliginda POX enzim aktivitesininin
artmasi ve yiiksek konsantrasyonlarda ise APX enzimlerinin CAT enzimine gore artis
gOstermesinin sebebi bu enzimlerin tuz stresi varliginda CAT enzimine gore daha etkin

olmasi ve etkinliklerinin ¢eside ve doza bagli olarak degismesi ile agiklanabilir.

Fenolik bilesikler, dogal antioksidanlardir ve bu metabolitlerin seviyeleri, stres
altindaki bitkilerin antioksidan savunma sistemi kapasitesinin degerlendirilmesinde
kullanilabilir. Bu amagla, 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) temizleme aktivitesi ve
azaltma giicii deneyleri gibi biyokimyasal parametreler kullanilabilir. DPPH analizi,
antioksidanlarin, oksidatif stresin neden oldugu biyolojik hasarda ana faktor oldugu
bilinen serbest radikalleri temizleme yetenegini degerlendirmenin en kolay, hizli, hassas
ve giivenilir yollarindan biridir (Koleva et al., 2002; Huang et al., 2005). Calismamizda
iki cesitte de tuz uygulanan ilk ve en diisiikk doz olan 100 mM tuz uygulanan grupta
kontrole gére DPPH aktivitesinde belirgin bir diislis oldugu ve en yiiksek doz olan 400
mM’da bu diisiisiin %50’ye ulastig1 gézlemlenmistir. Dayanikli oldugu bilinen Carmen
cesidinde DPPH aktivitesine bagli % inhibisyonun daha yiiksek oldugu
gbézlemlenmistir. Pamuk bitkisinde tuzun etkisinin incelendigi calismada DPPH
aktivitesinin tuz uygulanan gruplarda %35 azaldig1 goriilmiistiir (Xie et al., 2008). Bu
veriler tuzun, iki cesitte de antioksidan aktiviteyi azaltsa da pamukta antioksidan

koruma sisteminin ¢eside bagl olarak degistigini gdstermektedir.

Calismamizda, iki ¢esidin de tuz stresine karsi fizyolojik ve morfolojik olarak
tepkileri incelendiginde dayanikli oldugu bilinen Carmen ¢esidinin tuz stresine karsi
200 mM’a kadar NM-503 c¢esidine gore ozmotik regiilasyon ve antioksidan
mekanizmalar ile daha fazla direng gosterebildigi goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarla
paralel olarak ¢alismamizda da pamugun diger mekanizmalara gore tuz stresini ozmotik
regililasyonlarla tolere ettigini gozlemledik. Tuza dayanikli oldugu bilinen Carmen
¢esidinde artan konsantrasyona bagli artan prolin birikimi de bunu goéstermektedir.
Oksidatif stresin belirteci olan MDA miktarinin tuza dayanikli oldugu bilinen Carmen
cesidinde diisiik, NM-503 ¢esidinde ise yiiksek olmasinin sebebi Carmen ¢esidinin
oksidatif stresin zararli etkisinden antioksidan savunma sisteminin aktifleserek
korunmasi ile agiklanabilir. Carmen ¢esidinde, siiperoksit anyonunu hidrojen perokside
doniistiiren SOD enzimi aktivitesinin yiiksek olmasina ragmen H,O, miktarinin diistik,

NM-503 cesidinde ise yliksek olmasi Carmen g¢esidinde POX ve APX enzimlerinin
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yiiksek aktivite gostererek hidrojen peroksidin zararl etkisini azaltmasina bagli oldugu
gorilmistir.

Klasik bitki 1slahinin temeli olarak bilinen varyasyon ve seleksiyonun, giiniimiiz
teknolojisinde karsiligi in vitro seleksiyon olarak bilinmektedir. In vitro seleksiyonlar,
tim bitki yerine hiicre se¢imine olanak saglamaktadir. In vitro sartlarda seleksiyonun
istenilen bir zamanda gergeklesebilmesi sebebiyle bitkinin gelisme agamalarina bagl
olunmamasi da onemli bir avantajdir. Bu sebeplerden dolayi, gelecekte yeni cesitler
gelistirmek icin  biyoteknolojik yontemlerden Onemli Olgiide faydalanilmasi
beklenilmektedir (Emiroglu ve Giirel, 2005).

Biyoteknolojik  c¢aligmalarin ~ sonuglarinin  pratige  doniistiiriilmesi  ve
kullanilabilmesi i¢in pamuk bitkisi diger bitkiler arasinda oncelikli olarak yerini almistir

(Izci, 2007).
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6. ONERILER

Calismamizda tuzluluga dayanikli oldugu bilinen Carmen ¢esidinin kalluslarinin
biiyiimek {izere besin ortamina alindigl andan itibaren kontrol ve tuz konsantrasyonu
uygulanan gruplarinda kararma oldugu goriilmiistiir. Kararmanin besin ortamindan mi1
yoksa bitkinin tuz stresine karsi gelistirdigi bir mekanizma ile mi kararmay1
destekledigini anlamak ic¢in besin ortami igeriginde farkli tuz ajanlar1 denenebilir.
Ayrica besin ortami komponentleri de degistirilerek tuz ajanlar ile paralel olarak farkli

besin ortamlar1 da denenebilir.

Calismamizda analizlenecek olan kalluslar biliylime ortaminda 4 hafta siire
bekletilip 4 hafta sonunda ise analizlenmek iizere besin ortamindan alinmiglardir.
Yaptigimiz arastirmalar sonucunda pamuk kalluslarinin analizi i¢in en uygun
optimizasyonun 4 hafta sonunda analizlenmesi oldugunu belirlesek de ayni ¢alismanin,
farkli zamanlarda (7-14-21.glin) besin ortamlarindan alinan kalluslarda yapilan ayni
analizlerle gerceklestirilmesi bize analiz sonuglarinin kallusun olgunluguna bagli olarak

degisip degismedigi hakkinda bilgi vermesi agisindan 6nemli olabilir.

Ayrica iilkemizde tarimi yapilan Carmen ve NM-503 cesitleri disinda tuzluluga
dayanikli ve duyarli oldugu bilinen baska pamuk c¢esitleri de ticari ve ekonomik olarak
onem arz etmektedir. Bu ¢esitlere ek olarak diger gesitlerin de ayni1 caligsmalara tabi

tutulmasinin da arazi ¢aligmalarina 151k tutmak i¢in 6nemli oldugu diistintilmektedir.

Calismamizda tuz stresinin etkisi pamuk kalluslarinda fizyolojik, morfolojik ve
biyokimyasal olarak incelenmistir. Tuz stresine karsi dayaniklilik mekanizmasini
destekledigini bilen genlerle de bu ¢aligmada incelenen parametreler ile paralel olarak
calisilmas1  daha kapsamli, gelistirilmis ve yol gosterici bir g¢alisma olmasini

saglayacaktir.

Ayrica in vitro kosullarda gergeklestirilen bu ¢alismanin daha da gelistirilerek
arazi kosullarinda ayni gesitlerin yani sira daha fazla gesit ile in vitro ile es zamanlh
olarak gerceklestirilmesi bu ¢alismanin arazi kosullarina yon verip 151k tutmasini daha

da giiclendirecektir.
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