EGE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU

(DOKTORA TEZi )

TUZ STRESININ FARKLI TUZ TOLERANSINA
SAHIP iKi PLANTAGO TURUNUN FiZYOLOJiK VE
BiYOKIMYASAL OZELLIiKLERI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

ESEN SEKMEN ASKIM HEDIiYE

Biyoloji Boliimii
Bilim Dalh Kodu: 401.01.00
Sunus Tarihi: 27.01.2009

Tez Damismani: Prof.Dr. ismail TURKAN

Bornova-iZMIR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF SALT STRESS ON THE
PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PROPERTIES OF TWO
PLANTAGO SPECIES DIFFERING IN SALT TOLERANCE

ESEN SEKMEN ASKIM HEDIiYE

PhD in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. ismail TURKAN
January 2009, 115 pages

The changes in plant growth, relative water content (RWC), stomatal
conductance, lipid peroxidation and antioxidant system in relation to the tolerance to
salt stress were investigated in salt-tolerant Plantago maritima and salt-sensitive
Plantago media. The 60 days old P. maritima and P. media seedlings were subjected
to 0, 100 and 200 mM NaCl for 7 and 14 days. Reduction in shoot and root growth
(Iength, FW, DW) was higher in P. media than in P. maritima after exposure to 100
and 200 mM NacCl at 14d of salt treatment, but 100 mM NaCl treatment did not show
any effect on shoot and root growth of P. maritima at 7d of salt treatment. Salt stress
had no effect on leaf RWC in P. maritima (except for 100 mM NaCl-treated group at
7d), but it was reduced in P. media. Salt stress caused reduction in stomatal
conductance being more pronounced in P. media than in P. maritima. Activities of
superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), catalase (CAT; EC 1.11.1.6), glutathione
reductase (GR; EC 1.6.4.2) decreased in P. media with increasing salinity. Ascorbate
peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) activity in leaves of P. media was increased and
showed no change under 100 and 200 mM NaCl at 7d, respectively. However, salt
stress caused a reduction in APX activity at 14 d of salt treatment. On the other hand,

activities of CAT, APX and GR increased under 200 mM NaCl while their activities
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did not change under 100 mM NaCl in P. maritima at 7d. At 14d of salt treatment,
while activities of APX and POX did not change, actvities of CAT and GR was
increased by 200 mM NaCl. SOD activity in leaves of P. maritima increased with
increasing salinity. Moreover, it determined different POX and SOD isozymes
between native of leaf extracts of two species under salt stress. Malondialdehyde
levels in the leaves increased under salt stress in P. media but generally showed no
change in P. maritima with increasing salinity. These results suggest that the salt-
tolerant P. maritima showed a better protection mechanism against oxidative damage
caused by salt stress by its higher induced activities of antioxidant enzymes than the

salt-sensitive P. media.

Keywords: Plantago maritima, Plantago media, antioxidative system, salt

stress
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OZET

TUZ STRESININ FARKLI TUZ TOLERANSINA SAHIP iKi
PLANTAGO TURUNUN FiZYOLOJIK VE BiYOKIMYASAL OZELLIiKLERIi
UZERINE ETKILERININ iNCELENMESIi

ESEN SEKMEN ASKIM HEDIiYE

Doktora Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. ismail TURKAN
Ocak 2009, 115 sayfa

Tuza-toleransh Plantago maritima ile tuza-duyarh Plantago media’da tuz
stresine toleransla iliskili bitki biiyiime, nisbi su icerigi (RWC), stoma iletkenligi, lipid
peroksidasyon ve antioksidant sistemdeki degisiklikler arastirildi. 60 giinliikk P.
maritima ve P. media fideleri 7 ve 14 giin siiresince 0, 100 ve 200 mM NaCl stresine
maruz birakildi. Tuz stresi uygulamasinin 14. giiniinde P. media’nin kok ve govde
biiylimesinde (uzunluk, FW, DW) meydana gelen indirgenme, P. maritima’dan daha
fazladir fakat 100 mM NaCl uygulamanin 7.glintinde P.maritima’nin kok ve govde
biiylimesini etkilememistir. Tuz stresi (tuz uygulamasinin 7. giiniinde 100 mM NaCl
uygulanan grup disinda) P. maritima’nin yaprak nisbi su icerigini (RWC)
degistirmemistir fakat P.media’ninkini azaltmistir. Tuz stresi, stoma iletkenliginde
azalmaya neden olmustur ve bu azalma P. media’da belirgin olarak goriilmektedir. P.
media’nin siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), katalaz (CAT; EC 1.11.1.6),
glutasyon rediiktaz(GR; EC 1.6.4.2) aktiviteleri tuzluluktaki artigla azalmistir. 7.
giinde, 100 mM NaCl stresi P. media’nin askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11)
aktivitesini arttirmig ancak 200 mM NaCl degistirmemistir. Ancak tuz uygulamasinin
14. giinlinde tuz stresi, P. media’nin APX aktivitesinin azalmasina neden olmustur.

Diger yandan tuz stresinin 7. giiniinde 200 mM NaCl, P. maritima’nin CAT, APX ve
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GR aktivitesini arttirirken 100 mM NaCl bu enzimlerin aktivitelerini degistirmemistir.
Tuz uygulamasinin 14. giiniinde, 200 mM NaCl stresi ile P. maritima’nin APX ve
POX aktivitesini degistirmezken CAT ve GR aktivitelerini arttirmistir. P.
maritima’nin SOD aktivitesi, deneme siiresince artan tuzlulukla artmistir.

Buna ek olarak tuz stresi altindaki iki tiiriin dogal yaprak ekstraktlar
arasindaki farkli SOD ve POX izozimleri tanimlandi. P. media yapraklarindaki
malondialdehit seviyeleri tuz stresi altinda artmustir fakat P. maritima’nin MDA
seviyesi artan tuzlulukla genellikle degismemistir. Bu sonuglar, tuza-toleranshi P.
maritima ‘nin tuz stresinin sebep oldugu oksidatif hasara karsit tuza-duyarli P.
media’dan daha fazla seviyede tesvik edilmis antioksidant enzim aktivitesiyle daha 1yi

bir koruma mekanizmasi gosterdigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Plantago maritima, Plantago media, antioksidan sistem,

tuz stresi
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TUZ STRESININ FARKLI TUZ TOLERANSINA SAHIP iKi
PLANTAGO TURUNUN FiZYOLOJIiK VE BiYOKIMYASAL
OZELLIKLERi UZERINE ETKiSiNiN ARASTIRILMASI

1.GIRIS
1.1 Tuzluluk

Tuzluluk bitkilerin biiylimesini, gelismesini ve iiremesini sinirlayan en
onemli cevresel etmenlerden biridir (Allakhverdiev et al., 2000). Asiri
tuzluluk bitkilerde oliime yol acar ya da verimliligini diisiiriir. Bitkilerin
biiylik bir boliimii ya tuzu hiicrelerinden uzak tutan ya da hiicredeki tuzu
tolere eden mekanizmalar gelistirmislerdir. Diinyadaki tarim arazilerinin 800
milyon hektardan fazlasinda tuzlanma sorunu vardir (FAO, 2008). Bu miktar
diinyanin toplam arazilerinin %6’sindan fazlasina karsilik gelmektedir.
Tuzdan etkilenmis bu alanlarin ¢ogu, kurak ya da yar1 kurak bolgelerde uzun
donemde dogal nedenlerden kaynaklanan genellikle Na* ve CI™ iyonlarinin
birikiminden meydana gelmektedir (Rengesamy P., 2002). Ana kayaclardan
havanin etkisiyle olusan degisiklikler; Na*, Ca*?, Mg** daha az miktardada
siilfat ve karbonat gibi cesitli tipteki ¢oziilebilir tuzlarin serbest kalmasini
saglar (Szabolcs, 1989). Bunlar arasinda NaCl’nin, ¢oziiniirliigii en yliksek
olup bol miktarda tuz aci§a c¢ikar. Birikimin diger nedeni riizgar ve
yagmurlarla taginan okyanus tuzlarinin tortullaridir. Yagmur suyu 6-50
mg/kg NaCl igerir. Sahilden uzaklastikca bu konsantrasyon azalir. 10 mg/kg
diizeyinde NaCl iceren yagmur, 100 mm’lik sagnak yagis ile yilda 10 kg/ha
NaCl’u toprakta birakir.



Dogal tuzlanmanin disinda son yillarda ekilmis tarim arazilerinin
belirgin bir kismida yanlis sulama yontemlerinden dolayr tuzlanmaktadir.
1500 milyon ha’1 ekilmis kurak bolgedeki tarim arazilerinin 32 milyon ha’i,
yani toplam arazinin %2’ si, farkli seviyelerde ikincil derecede tuzluluktan
etkilenmektedir. 230 milyon hektarlik sulak alanlarin ise 45 milyon hektari,
yani toplam arazinin %20’si tuzdan etkilenmistir (FAO, 2008). Diinya
genelinde bu tiir sorunlar1 ¢6zmek icin her ne kadar 6nemli harcamalar
yapiliyor olsa da iireticiler hala bu sorunlarla karsilasmaktadirlar. Toprak
1slah caligmalarinin yanisira tuzlu topraklardan daha fazla yararlanabilmek
icin bitkilerin tuz stresi altindaki adaptasyon mekanizmalarinin anlasilmasi

biiyiik 6nem tagimaktadir.

1.2 Bitkiler tuza gosterdikleri dirence gore ikiye ayrilirlar:

Halofitler ve Glikofitler

Bitkilerin biiyiik bir boliimii suyu, topraktan alirken Na* ve CI” ‘yi etkili
bir sekilde disarida tutar (Munns, 2005). Dogal ortami tuzlu toprak olan ve
halofitler olarak adlandirilan bitkilerin bu iyonlar1 disarida tutma kapasitesi,
tuz stresine diren¢ goOsteremeyen glikofitlerden c¢ok daha yiiksektir.
Glikofitler 100-200mM NaCl stresi altinda bile 6liirken halofitler 300 mM
NaCl’den daha yiiksek konsantrasyondaki tuzlulukta yasayabilirler (Zhu,
2007). Bazi halofitler c¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarina bile direng
gosterebilirler. Ornegin; yabani bir arpa tiirii olan Hordeum marinum 450
mM NaCl gibi yiiksek bir tuzlulukta Na* ve Cl‘yi digsarida tutabilmektedir
(Garthwaite A.J. et al., 2005). Atriplex vesicaria, 700 mM NaCl’de bile
yiiksek verimlilik gosterir. Salicornia europea ise 1020 mM NaCl’de

yasayabilir. Diger yandan mandalin ve avokado gibi meyve agaclar1 tuza



duyarh glikofitler arasindadir. Bu bitkiler 1 mM NaCl’e bile duyarhidirlar
(Zhu, 2007). Halofitler tuzu biriktirirken glikofitler tuzu disarida birakma
egilimindedirler. Halofitlerde iyonlarin %80’inden fazlas1i yapraklara ve
ksilemden transpirasyon akintisiyla siirgiinlere ulasir. Bazi halofitlerin
yapraklarinda Ozellesmis hiicreler bulunur. Bu 06zellesmis hiicreler tuz
bezlerini olustururlar. Bu bezler komsu hiicrelerden tuzu alabilir ve yaprak
yiizeyinden yagmur ya da riizgarla disar1 atabilirler. Tahillar arasinda piring
tuza duyarli, arpa ise dayaniklidir. Dikotiller ise monokotillerden tuza daha

direnglidirler (Munns and Tester, 2008).

1.3 Tuz Stresinin Zararh Etkileri

Yiiksek tuzluluk, bitkilerde 1) iyon toksistesine 2) ozmotik strese
3) reaktif oksijen tiir olusumuna 4) hormon ve besin dengesizligine neden

olmaktadir (Hasegawa et al., 2000; Ashraf ve Foolad, 2007).

1.3.1 Ozmotik stres ve iyon toksisitesi

Diisilk ozmotik potansiyele sahip bitki koklerinin ¢evresindeki
¢cOziinmiis maddeler, topragin su potansyelini diistiriir. Bu durum bitkilerin
genel su durumunu etkileyerek ozmotik strese neden olur. Tuz stresine maruz
kalan tiirlerin tuza toleransindan sorumlu olan fizyolojik mekanizmalarim
anlamak i¢in, topraktaki tuzun ya da bitkinin i¢indeki tuzun toksik etkisinin
bitki biiyiimesini sinirlayip sinirlamadiginin bilinmesi gerekir. Tuz stresine
kars1 bitki verdigi tepkinin anlasilmast icin yapilan calismalarda, govde

biiylimesindeki azalmanin iki evrede olustugu gosterilmistir.



Bunlar; 1) disaridaki ozmotik basingtaki artisa hizli tepki verilmesi 2)
yapraklardaki Na" un giderek birikimi nedeniyle yavas tepki verilmesi (Tablo

1).

Tablo 1: Tuz stresinin bitkiler iizerine etkisi

Stresin Etkisi Ozmotik stres Yapraklardaki yiiksek Na*

konsantrasyonundan olusan stres

Etki Hiz Hizlhi Yavas

Goriiniir etkinin ilk | Azalmis govde biiyiimesi | Yash yapraklarin senesensindeki artis

olusum yeri

1- Oncelikle koklerin cevresindeki tuz konsantrasyonundaki artistan
hemen sonra olusan ozmotik evre, esik seviyesine kadar arttiktan sonra govde
biiylimesini belirgin bi¢cimde azaltir. Bir¢ok bitki de bu etkiyi olusturan esik
degeri, yaklasik 40 mM NaCl’dir. Celtik ve Arabidopsis gibi duyarh bitkiler
icin ise bu seviye daha da disiiktiir. Bu durum cogunlukla kok disindaki
tuzun ozmotik etkisinden ileri gelmektedir. Sekil 1.1a tuz stresinin, govde
kuru agirlik veya yaprak alani iizerindeki etkisini gostermektedir. Ozmotik
etkiye bagli olarak yaprak alani azalir, yeni yapraklarin gelisme hizi1 diiser ve
yanal tomurcuklar daha yavas gelisir. Tuz stresine kars1 gévde biiytimesi kok
biiylimesinden daha duyarhidir. Kok biiyiimesi ile baglantili olarak yaprak
alan gelisimindeki azalma bitkilerce kullanilan su miktarin1 azaltir. Bu
nedenle toprak nemi korunur ve toprak tuz konsantrasyonundaki artig

engellenir.



2- Tuz, yash yapraklarda toksik konsantrasyonlarda biriktiginde
tuzluluga bagh spesifik iyon toksisitesi evresi baslar, bitki oliir. Oliim oram
yeni iiretilmis yaprak oranindan biiyiikse bitkilerin fotosentez kapasitesi genc
yapraklarin karbonhidrat kaynaklarin1 uzun siire karsilayamaz.

Iyon toksisitesine gore; ozmotik stresin sadece biiyiimeye degil,
biiyiime oranlari iizerine de biiyiik etkisi vardir. Iyonik stres, biiyiime oranini
ozmotik strese gore hem daha ge¢ hem de daha az etkilemektedir. Ozmotik
strese karsi toleransin artmasi, iyonik stres toleransinda herhangi bir degisime
neden olmamaktadir (Sekil 1.1a). Farkl tiirlerde ozmotik tepki farkli olabilir.
Ancak bu heniiz netlesmemistir. Iyon toksisitesine kars1 tolerans artis1 daha
uzun siirede olusur (Sekil 1.1b). Her iki strese karsi toleransin artmasi ise

bitkinin yasam dongiisii boyunca belli 6l¢iide olanaklastirir (Sekil 1.1c).

a Osmotik toleransta b Iyonik toleransta ¢ Her ikisinde artis
£ artg artis
g [~ .
: 1 |
= 1 -
E ! | R N
i 1 S g ST | »
£ || | | | 1
;5 L-Nacw ! +NaCl [ +NaCl
Osmotik  Tyonik Osmotik  Tyonik Osmotik  Iyonik
faz faz faz faz faz faz

Zaman (haftalar)

Sekil 1.1: Bitkilerin tuz stresine karsi verdikleri biiyiime cevabi iki
evreden olusur (Munns and Tester, 2008).

Diisiik su potansiyelinin yaninda tuz stresi altinda 6zellikle hiicrede

sodyum, klor ve siilfat gibi iyonlarin zararli konsantrasyonlarda birikmesi,

iyon toksisitesini olusturmaktadir. Bircok tiir de Na*, CI'den &nce toksik



konsantrasyona ulasir. Bu nedenle sodyumun disar1 atilmasi ya da bitki
icinde sodyum tasiminin denetlenmesi pekcok calismaya konu olmustur.
Soya fasiilyesi, mandalin ve iiziim gibi baz tiirler i¢in ise CI" daha toksiktir
(Lauchli, 2002; Storey and Walker, 1999). Bu durum, yapraklarda klor
biriktirme oranindaki genetiksel farkliliklar ve bitkinin tuza toleransi
arasindaki iligki ile agiklanabilir.

Topraktaki yiiksek tuzlulugu tolere edebilen bitkilerin tuza direng
mekanizmalarinin temelinde genelde govdede sodyum miktarinin diisiik
tutulmas1 yatmaktadir. Halofitlerde govdeye ulasan ya da gévdede biriktirilen
tuz miktart glikofitlere gore daha az olmakla birlikte bazi istisnalar da soz
konusudur. Ornegin, tuza toleransh olan arpa ve pamuk govdeleri, bugdaydan
daha yiiksek miktarda Na"u tolere edebilir. Govdede Na" miktar1 diisiik
tutulurken K* miktar1 yiiksek tutulmalidir. K*/Na* orammn yiikselisi,
bitkilerde Na* miktarmim diisiik tutulmasindan daha 6nemlidir (Amtmann,
1999; Cuin et al., 2003). Yiiksek Na'/K* oram sitoplazmadaki cesitli
enzimatik siirecleri bozabilmektedir. Protein sentezi, K™ miktarmin yiiksek
olmasini gerektirir; ¢linkii tRNA’nin ribozomlara baglanmasi asamasinda K*
gereklidir. Ayrica K, hiicre turgorunun ve zar potansiyelinin

stirdiiriilmesinde kritik bir rol oynamaktadir.

Ca'™, bitkiyi tuz stresinin osmotik etkisinden ¢ok, Na”nin toksik
etkisinden korumaktadir. Tuz stresi sirasinda disaridan ortama verilen Ca™,
hiicre ceperlerine Na* nin baglanmasini azaltirken, K™ alimm ve taginimim
artirir. Sodyumun birikmindeki bu azalmanin nedeni, sodyumun kok igerisine
tek yonlii girisinin Ca™ tarafindan kismen azaltlmasidir. Kalsiyum ve
sodyum arasindaki etkilesim agisindan g6z Oniinde bulundurulmasi gereken

husus, tuzun Ca™ aktivitesi iizerine olan etkisidir. Kalsiyum g¢evresel ve



hormonal sinyallerin ileticisi olarak tanimlanir. Sitozolik Ca™ aktivitesindeki
degismeler fosforilasyon siire¢leri ile sonuglanan zincirleme olaylari tetikler.
Proteinlere, hiicre membranlarina yada hiicre ceperlerine baglanan Ca™ ile

Na"’un yarigsmasi s6z konusudur.

1.3.2 Tuz Stresinin Neden Oldugu Oksidatif Stres: Reaktif

Oksijen Tiirlerinin Olusumu

Yasam icin ¢ok onemli olmasina karsin, herhangi bir sekilde oksijenin
indirgenmesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olur.
ROS’lar bitkideki metabolik yollara kolayca zarar verirler (Foyer and
Harbison, 1994; Asada 1999). Molekiiler oksijen indirgenmesi siiperoksit
(O77), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH) gibi ROS’lar
olusturur. Yiiklenmis elektron ile oksijenin reaksiyona girmesi sonucu olusan

tekli (singled) oksijen de ('0,) de potansiyel ROS’lardan biri olarak kabul

edilmektedir.
0O, O H:0—O:H H:O H,O
Molekiiler ~ Siiperoksit Hidrojenperoksit Hidroksil Radikali Su

Oksijen  (serbest radikal) (serbest olmayan radikal) (serbest radikal)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) en az bir cift eslenmemis elektrona
sahip atom ya da atom gruplarindan olustugu icin kararsizdirlar. Bu nedenle
daha ¢ok serbest radikal olusturmak icin diger molekiillerle ¢ok hizli bir
sekilde reaksiyona girerler (Hideg 1997). DNA, pigmentler, proteinler,
lipidler gibi birkac énemli hiicresel molekiil ve metabolitlerle etkileserek bir
seri yikici isleme neden olurlar (Lamb and Dixon, 1997; Mittler 2002).

Bitkilerdeki ROS’lar normal biiyiime kosullarinda da iiretilebilmekte ancak



konsantrasyonlar1 diisiik tutulabilmektedir (Polle, 2001). Bununla birlikte
cesitli cevresel stresler, ROS’larin iiretimindeki artis1 tetikler (Desikan et al,

2001; Pastori and Foyer, 2002; Karpinski et al., 2003; Laloi et al., 2004).

Stres sirasinda bitkilerdeki ROS’lar, fotorespirayon ve mitokondri
solunumu gibi bazi metabolik siireclerde olusturulur. Ayrica kuraklik ve
patojenler, NADPH oksidazlarla ROS’larin iiretimine neden olabilir (Orozo-
Cardenas and Ryan, 1999; Pei et al., 2000). Tuz stresinin de farkli hiicresel
bolmeler i¢inde hiicresel elektron taginimini bozarak ROS olusumuna neden
oldugu bilinir (Ali and Alqurainy, 2006). Hiicrenin cesitli elemanlarina zarar
vermelerinin yaninda ROS’lar, strese yanit verilmesini saglayan ve sinyal
iletim yolunda ikincil mesajcilar olarakta is gorebilmektedirler (Ashraf,

2009).

Enzimatik yada enzimatik olmayan yolla iki siiperoksit anyonunun
parcalanmasi, bir reakif oksijen tiiri olan H>O, olusumuna neden olur.
Hidrojen peroksit yag asitlerinin P-oksidasyonundan yada peroksizomal
fotorespirasyon reaksiyonlarindan da {iretilir (Tolbert, 1982). Siiperoksit
radikalinin hidrojen peroksite transformasyonu bitkiler i¢cin problem yaratir
clinkii H>O, Calvin dongiisii icin giiclii bir inhibitordiir (Shen et al., 1997).
Ayrica HO, ve Oy, ¢ok reaktif ‘OH radikalini olusturmak i¢in belirli metal
iyonlar1 yada metal selatlarin varliginda etkilesebilir (Temple et al., 2005).

ROS’lar, kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi cesitli
organellerde iiretilir. ROS {iiretimi, metabolik olaylar sirasinda heryerde

mevcut olup bitkiler onlarla basa cikabilir. Ancak ROS iiretimi belirgin



sekilde artarsa hiicrede onemli hasarlar olusturabilir (Mittler 2002; Sairam

and Srivastava, 2002).

1.3.2.1 Kloroplastlarda ROS Olusumu

Fotosentez, oksidatif yasamin en 6nemli olaylarindan biri olmakla
birlikte, fotosentetik yolda elektron alicis1 olarak yeterli miktarda ferrodoksin
bulunmazsa PSI'deki elektronlar molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek tek
degerlikli oksijeni olustururlar (Sekil 1.2) (Asada et al. 1994; Fridovich,
1986, 1995; Rubinstein and Luster, 1993). Benzer sekilde Calvin dongiisiinde
NADPH’1n yetersiz oksidasyonunun bir sonucu olarak yeterli miktarda
NADP" bulunmadifinda elektronlar siiperoksit radikallerinin olusumuna

neden olan O, tarafindan yakalanabilirler.

Siiperoksitin olusumu tillakoyid zarinin her iki yaninda olusur (Asada
and Takashi, 1987; Takashi and Asada, 1988). Hidrojen peroksitin
olusumuyla sonuglanan kloroplastlardaki oksijenin fotorediiksiyonu ilk
olarak Mehler (1951) tarafindan tanimlanmistir. Siiperoksit radikali notr
pH’ta hidrojen peroksite parcalanir. Kloroplastlarda pH’in degisimi,
kloroplastlarda O, olusumunun kanmitidir. Siiperoksit radikali hem oksitleyici
hem de indirgeyici olarak etki edebilirler. indirgen olarak reaktif oksijen

tiirleri (ROS) olusumuna neden olur.
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(Ertiirk, 1999)
Sekil 1.2: Kloroplastlarda reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriilmesi. Tillakoyit ve

stroma yolu: 1- Tillakoyit yol: Siiperoksit radikalleri SOD tarafindan
parcalanir. Olusan H,0O,, tillakoyide baglh bir enzim olan tAPX tarafindan
stipiiriiliir. 2-Stromal yol: Bu yolda, tillakoyit yoldan kacan ROS’lar Fe (ya
da Cu/Zn) SOD ve sAPX (stromal APX) tarafindan siipiiriiliir. APX
tarafindan iiretilen monodehidroaskorbat radikalleri (MDA), tillkoyitlerdeki
ferrodoksin ve stromadaki MDHAR (monodehirdroaskorbat rediiktaz) ile
girdigi reaksiyon sonucunda AsA (askorbat)’a doniistiiriilir. DHA
(Dehidroaskorbatin) 'nin askorbata indirgenmesi ise stromadaki askorbat-

glutatyon yolu ile katalizlenmektedir.
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1.3.2.2 Peroksizomlarda ROS Olusumu

Peroksizomlar, peroksizomal oksidasyon ve solunum, yag asidi f-
oksidasyonu, glioksilat metabolizmas1 ve eter lipid sentezi gibi hiicrenin
onemli islevlerinin gerceklestirildigi organellerdir. Bu organellerin temel
enzimatik bilesenleri, H,O, iireten, flavin oksidazlardir (Huang et al., 1983;

van den Bosch, 1992).

Peroksizomlardaki siiperoksit radikalleri, bu organellerde gerceklesen
metabolizmanin oksidatif tipinin bir sonucu olarak olusur. Peroksizomlarda
siiperoksitin olustugu 2 bolge tanimlanmistir. Bunlardan biri matriks’tir. Bu
sistemde ksantinoksidaz siiperoksit iireten sistem olarak tamimlanmistir
(Sandalio et al. 1987). Siiperoksit olusturan ikinci sistem ise peroksizom
zarlarinda bulunur. Bu sistem, siiperoksitin NADH’a bagh iiretimine
dayanmaktadir. Siiperoksit radikallerinin olusturuldugu kiiciik elektron
tasima zinciri; flavoprotein, NADH: ferrisiyanit rediiktaz ve sitokrom bs ‘ten

olusur (Sekil 1.3).
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(Ertiirk, 1999)

1.3: Peroksizomlardaki askorbat-glutasyon dongiisiiniin islevi.

Peroksizom zarlarinda bir gecis proteini olan MDHAR, peroksizom zarinin

matriks tarafinda NAD’a okside edilir. Kaybettigi elektronlar, zarin sitozolik

tarafindaki MDHA’ya transfer edilir. Bu islemde molekiiler oksijen bir

elektron alicist olarak davranir ve siiperoksit radikallerinin olusumuna neden

olur. Bu radikaller peroksizomlardaki Mn-SOD tarafindan siipiiriiliir. Bu

reaksiyonun iiriinii olan H,O; ise peroksizom zarindaki APX ile siipiiriiliir
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1.3.2.3 Mitokondride ROS Olusumu

Kloroplasttaki gibi mitokondride de ATP’nin ADP ve Pi’dan
sentezinin gerceklestigi bir elektron tagima zinciri vardir. Bu yol, “oksidatif
fosforilasyon” olarak adlandirilir. Bu zincirin en son elektron yakalayicisi,
sitokrom oksidazlar tarafindan indirgenen oksijendir. Oksijenin tetravalent
indirgenmesinin yaninda mitokondrilerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumu
da rapor edilmistir (Nohl et al. 1981). Bitkilerde mitokondrideki elektron
tasima zincirine ek olarak alternatif solunum yolu da elektron tasima
zinciriyle iligkilidir. Oksijen aktivasyonunun gerceklestigi olasi bolgelerin,
NADH dehidrogenaz(lar)in veya ubikinon-sitokrom b’nin redoks

seviyesinde oldugu yerler olabilecegi bulunmustur (Elstner, 1991).

1.3.2.4 Apoplastta ROS Olusumu

Apoplastlarda gerceklesen lignin biyosentezi icin H,O,’ e ihtiyag
duyulur. H,O;’in sentezi ise bu bolgedeki siiperoksit radikallerinin apoplast
zarinda bulunan Cu/Zn-SOD tarafindan siipiiriilmesiyle gerceklesmektedir
(Ogawa ve ark., 1997). Bu reaksiyon icin gerekli olan siiperoksit radikalleri
ise plazma zarindaki NAD(P)H oksidaz tarafindan iiretilmektedir (Sekil 1.4).
Aragstiricilar stiperoksit anyonlarinin olusumu ve Cu/Zn-SOD enziminin ifade
olmasi arasinda es zamanl bir diizenlemenin oldugunu bulmuslardir. Cu/Zn-
SOD inhibitoriiyle yapilan ¢alismalarda, Cu/Zn-SOD enziminin yoklugunda
stiperoksit radikallerinin tretilmeye devam ettigi ve H,O,’in ¢ok kiiciik
miktarda da olsa olustugu gosterilmistir. Bunun icin bu caligma lignin

biyosentezinde Cu/ZnSOD’un 6nemini gostermektedir.
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Sekil 1.4: Lignin biyosentezine H,0O,’in yeri. NAD(P)H oksidaz

tarafindan iiretilen siiperoksit anyonlari, apoplast zarina bagli bir enzim olan
Cu/ZnSOD tarafindan H,0,’ e doniistiiriiliir. Lignin biyosentezinde H,0O,

fenilalanini lignine doniistiiriilmesinden sorumludur.

Ozetle,

Tuz stresi, bitki dokularindaki oksidatif stresin tetikleyicisidir (Foyer
and Noctor, 2003; Ali and Alqurainy, 2006). Stres sirasinda yapraga giren
COy’in miktar1 azalir (Asada, 1999). Bu durum ROS’larin iiretimindeki artisa
bagl olarak fotosentezin elektron tasima zincirinin ¢cok fazla indirgenmesine
neden olur (Kiddle et al. 2003; Gomez et al., 2004; Mateo et al., 2004).
Ancak ROS diizeyinin diizenlenmesi; ROS’larin olusum, protein, lipid ve
niikleik asitler gibi diger metabolitlerle girdikleri reaksiyon, parcalanma,
enzimatik ve/veya enzimatik olmayan antioksidantlar tarafindan siipiiriilme

ve notralize edilme hizina baghdir (Mittler 2002; Amor et al., 2005).



15

1.3.3 Tuz Stresiyle Olusan ROS’larin Bitki Biiyiimesi ve

Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Aerobik oksidatif metabolizma kimyasal baglarda depolanmis
enerjinin etkili kullanimina olanak saglar. Ancak, elektron tagima zincirinde
son elektron yakalayicis1 olarak molekiiler oksijenin kullanimi reaktif oksijen
tiirlerinin olusumundan dolay1 oksidatif stres icin bir tehdittir (Ali and
Algarainy, 2006). ROS’lar cesitli hiicresel bilesiklerle gelisigiizel
etkilesebilirler. Bu etkilesimle, Ornegin peroksidatif reaksiyonlara neden
olabilir, hatta protein, lipid ve niikleik asit gibi yasamsal molekiillere zarar
verebilirler. Bu nedenle hiicre i¢indeki seviyeleri optimumu agmamalidir
(Scandalios, 1993; Halliwell and Gutteridge, 1999; Mittler, 2002). Bitki
bliylimesi ve fizyolojisi iizerindeki zararli etkilerine literatiirlerde genis
oranda yer verilmekle birlikte ROS’lar hiicre sinyali, gen diizenlenmesi,
yaglanma, programlanmis hiicre 6liimii ve patojene karsi savunma gibi bircok
onemli fizyolojik olayda da rol oynarlar (Hammond-Kosack and Jones, 1996;
Grant and Loake, 2000; Breusegem et al., 2001; Neill et al., 2002; Blokhina
et al., 2003; Dat et al., 2000; 2003; Laloi et al., 2004; Gechev et al., 2000).
Ornegin apoplastlarda H,O, nin varligi olumludur. Ciinkii patojenler icin
toksiktir, gen transkripsiyonunda ve sistemik kazanilmig direngte aktif bir rol
oynar ve enfeksiyonlu bir bolgede hiicrelerin 6lmesini saglayacak istila

organizmanin hizini sinirlandirir (Horemans et al., 2000; Smirnoff , 2000).

Normal biiyiime kosullarinda hiicrede ROS iiretiminin diisiik, ¢cevresel
stres altinda ise onemli artis gosterdigi genel kabul gérmiistiir Genel durum

bugiin Polle (2001) ve Mittler (2002) tarafindan da desteklenmistir. Normal
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biiyiime kosullart altinda O,” radikal iiretiminin 240uM s™', kloroplastlardaki
H,0; sabit hal diizeyinin ise 0,5uM oldugu rapor edilmistir (Dat et al. 2000;
Polle, 2001). Ancak ayni bilim adamlarina tuzluluk gibi stres kosullar1 altinda
O;" radikal iiretiminin 720uM se , HOy’inin ise 15uM’a yiikseldigini
bildirmislerdir.

Siiperoksit dogrudan proteinlerle ve lipitlerle reaksiyona giremezken
protonlanmis formu (perhidroksil radikal) lipid peroksidasyonuna neden olur
(Asada and Takahashi, 1987). Siiperoksitin, peroksidazlar1 (Asada and
Takahashi, 1987) ve riboniikleotit rediiktazi (Foyer and Harbison, 1994)
engelledigi bilinmektedir. Siiperoksit radikalleri polifenollerin, tokoferollerin,
askorbatin ve tiollerin oksidasyonuna neden olur (Fridovich ,1989). Bunlara
ek olarak katalaz (Kono and Fridovich, 1983), peroksidaz (Okajima, 1972) ve
dihidroksiasit dehidrataz gibi enzimlerin (Kuo et al., 1987) aktiflesmesini de
engeller. Buna karsin siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil

radikallerinin iiretimiyle dolayli yoldan da toksisiteye neden olur.

Biitin ROS’larin  en yikicisi olan H;0;’in kloroplastlardaki
konsantrasyonu 10uM’a c¢iktiginda fotosentezde yaklasik %50 azalmaktadir
(Kaiser, 1979). Kloroplastlardaki H,O,, fruktoz 1,6 bifosfat ve ozellikle tiol-
disiilfit degisim reaksiyonlarina katilan enzimler gibi Calvin dongiisiiniin
diger onemli enzimlerini oksitleyerek fotosentezde karbon asimilasyonunu
engeller (Kaiser, 1979; Tanaka et al., 1982). Katalitik Fe iyonlarinin
varliginda hidroksil iyonlarinin kaynagi olarak H,O,’in ¢ok zararli hale gelir
(Hideg, 1977). Bu durum aym zamanda islevsel bakir bolgesinin
etkisizlesmesiyle Cu/Zn-SOD’da etkisizlestirilebilir, ancak Mn-SOD’u
etkilemez (Asada et al., 1975).
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Hidroksil radikalleri dogrudan kloroplastlarda iiretilmez. Ancak
stiperoksit ve hidrojenperoksit, hidroksil radikali ve lipid peroksitler gibi
diger yikici tiirlerin olusumuna neden olan bir seri reaksiyona katilabilir
(Noctor and Foyer, 1998). Kloroplastlarda ve diger biyolojik sistemlerde
hidroksil radikalinin 6zel bir siipiiriicii enzimi bulunmadigindan oldukcga
reaktiftir.  Reaktif olmasi nedeniyle hidroksil radikalleri, lipid
peroksidasyonuna, DNA mutasyonuna ve aminoasitlerin okside edilmesiyle

proteinlerin deniitrasyonuna neden olmaktadir (Vaidyanathan et al., 2003).

1.4 Tuza Tolerans Mekanizmalari

Evrimsel siirecte farkli bitkiler cevresel stres faktorlerine karsi uyum
saglatict1 ozellikler gelistirmislerdir. Bitkilerin kendilerini korumalarini
saglayan bu mekanizmalar arasinda 1) iyon tasiyicilarin varligi, iyonlarin
bolmelendirilmesi 2) tuz bezlerinin varligit 3) ozmolitlerin (uyumlu
bilesiklerin) sentezi 4) reaktif oksijen tiirlerini siipliren enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidant sistemler sayilabilir. Bu ozelliklerin tiimii
degisik halofit ve glikofit tiirlerde cesitli arastiricilar tarafindan ortaya

konmustur (Tablo 2).
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Tablo 2 : Bitkilerde tuza tolerans mekanizmasi

Ozmotik Stres iyonik stres
Hedef Genler Ozmotik tolerans Sodyum atilim Doku toleransi
Koklerde SOS3, SnRKs Uzun-uzakhk Govdeye net iyon Vakuolar
duyarhlik ve sinyalinin tasiminin kontrolii yiiklemenin
sinyal modifikasyonu kontrolii
Govde ? Hiicre Yash yapraklarin
biiyiimesi genislemesinin ve (karbon kaynagi)
lateral tomurcuk ilk dokiimiinde
gelisiminin gecikme
azalmasi
Fotosentez ERAL, PP2C, Stoma Kloroplaslardaki Vakuolar
AAPK, PKS3 iletkenliginin iyon toksisitesinden yiiklemenin
azalmasi kacinma denetlenmesi
Govdede Na HKT,SOS1 Ozmotik Sodyumun Sodyumun disari
birikimi dengenin artmasi indirgenmis uzun atilmasinda
uzakhk tasmimm indirgenmis enerji
harcanim
Vakuolde Na* NHX, AVP Ozmotik Kok vakuolunde Yaprak
birikimi dengenin artmasi sodyumun vakuoliinde
alikonulmasindaki sodyumun
artig alikonulmasindaki
artmis
Organik P5CS, Ozmotik Sodyum birikimini Sitoplazmada
coziiciilerin OTS,MT1D, dengenin artmasi azaltmak icin Uyumlu bilesiklerin
birikimi MG6PR, S6PDH, taginim yollariin yiiksek
IMT1 degisimi konsantrasyonda
birikimi

1.4.1 iyon Dengesinin Saglanmasinda SOS Sinyal Yolu

Tuz stresi altinda sitozolik enzimlerin aktivitesi icin K™ ve Na" dengesinin

korunmasi ¢ok o©nemlidir. Sitozoldeki K' iyonlarinin oraninin, etkili bir

metabolik performans igin 100-200 mM diizeyinde tutulmasi gerekir. K*

iyonlarindaki biiyiik degisikliklerle basa cikabilmek icin bitkiler cok sayida

K" tasicisim kodlayan genlere sahiptirler (Maathius et al., 1997; Very and

Sentenac 2002, 2003). Sodyum, bu K* tasiyicilarimin bazilarini sitozole

girebilmek icin kullanir. Bunun i¢in tuz stres sinyalinin alinmasi, iyon
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taginiminin diizenlenmesini gerektirir. Bu yonde modeller gelistirilmistir ve
bitkilerde SOS (Salt Overly Sensitive) genlerine dayali bir sinyal yolu
saptanmustir (Sekil 1.5). SOS1 isimli Na/H" tasiyicist (antiportir1) SOS3 (Liu
and Zhu, 1998) ve SOS2 (Liu et al., 2000; Halfter et al., 2000) isimli genler
tarafindan diizenlenir. Shi et al. (2000) bitkileri yiiksek diizeyde NaCl’e
maruz biraktifinda SOS1 ekspresyonunun arttigini gostermistir. Bu artis,
SOS2 ve SOS3 genlerince diizenlenir. SOS1 mutantlariyla yapilan
calismalarda tuz stresi altinda Na'/H" degisimi azalmistir. Ortama SOS2
proteinin ilavesi bu azalmayi iyilestirememistir (Qui et al., 2002). Tuz stresi
sirasinda sitoplazmadaki Ca" miktarinin artisi, SOS2 ile fiziksel olarak
etkilesen SOS3 tarafindan algilanir (Halfter et al., 2000) ve asir1 Na“un
disar1 atilmasini saglayarak hiicresel iyon homeostazisini saglar. SOS3 ve
SOS2’nin tuz stresi altindaki Arabidopsis’in kok hiicrelerine Na® girisine

aracilik eden AtHKT1’in aktivitesini azalttig1 goriilmiistiir.

(e.g. NHX1)

e

Sekil 1.5: Tuz stresi altindaki iyon dengesinin saglanmasinda SOS sinyal
yolunun diizenlenmesi (Shi and Zhu, 2002a; Zhu, 2003; Zhang et al., 2004;
Chinnusamy et al. 2005; Tiirkan and Demiral, 2008)
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SOS2, Na'/H" degistirme kapasitesini etkileyen vakuolar Na*/H" tasiyilarla
etkilesir (Qui et al., 2002). Buna ek olarak SOS2, SOSI1’i ve vakuolar
H*/Ca™ transportin CAX1’i farkli sekilde diizenleyen cevresel olaylara
cevap verir. Ancak SOS2 yoluyla CAX1’in aktivasyonu, SOS3’ten
bagimsizdir ve Na* ve Ca** arasindaki mekanik bir baglantiy1 isaret eden

2 ..
Ca™ dengesinin korunmasina sebep olur.

Vakuol icine asir1 miktarda Na® alinmasi, zarlardan Na*'un disar
atilmasi1 ve buna bagli olarak ozmotik dengenin korunmasi icgin enerji
gereklidir. Bu reaksiyonlar icin gerekli enerji H'-ATPaz pompalariyla
saglanir. Sodyum iyonlarmmin vakuol icine depolanmasinda rol oynayan
AtHKT1’in fazla ifade olmasi, Arabidopsis’in tuz toleransini arttirmistir
(Apse et al., 1999). Shi et al. (2002b) son zamanlarda Arabidopsis’ten SOS4
genini izole edip tanimlamistir. SOS4 geni, ¢esitli enzimlerin 6nemli bir
kofaktorii olan PL-5-fosfat (PLP) iiretimine katilan pridoksal kinazi1 kodlar
(Shi and Zhu, 2002a). Ayrica Shi ve ark. (2002), SOS4’iin bitkilerdeki Na*

ve K" dengesinde de gorev aldigini gdstermislerdir.

1.4.2 Iyonlar koklerinden atamayan tuza direncli baz1 bitkilerin

yapraklarinda tuz bezleri

Cogu halofitler, mumsu kiitikula ile yapragin iizerine uzanan tuz
bezlerine sahiptir (Sekil 1.6). Bu bezlerin gorevi tuzu uzaklastirmaktir. Tuz
ya gilineste kristallesir ya da yagmurla yikanir. Apoplastin kiigiik bir
boliimiine tuzun pompalanmasi, negatif ozmotik potansiyeli arttirarak, bu
bosluklara su akisina neden olur. Bezler hem tuzu hem de suyu yapraklardan
uzaklastirir. Fazla tuzun dagitilmasinda hidatotlar da gorev alir. Hidatotlar

tuzu, terlemenin diisiik oldugu geceleri serbest birakirlar.
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hiicreler i Ty

Toplayici
hiicreler
Sekil 1.6: Tamarix sp.” de tuz bezleri

1.4.3 Bitki hiicreleri ozmotik strese yamt olarak ¢oziinmiis madde
potansiyellerini diisiiriir su potansiyellerinin diizenlenmesi icin ‘uyumlu

bilesikler’olarak adlandirilan ozmolitleri sentezlerler.

NaCl stresinin neden oldugu sonuglardan biri, hiicrelerarasi su
kaybidir. Bitkiler, hiicrelerindeki stres sonucu olusan su kaybina karsi
hiperozmotik toleransini arttirmak icin uyumlu bilesikler (ozmolit) olarak
bilinen bir¢ok metabolit biriktirirler. Genellikle organik ¢6ziinen maddeler
olmasina karsin bazi uyumlu ozmolitler, K™ gibi 6nemli elemental iyonlardan
da olusurlar. Organik o©zellikleriyle ozmoprotektantlar, sitoplazmaya
yerlesirken inorganik iyonlar kuraklik ve yiiksek tuz kosullarinda turgorun
korunmasini ve ozmotik dengenin saglanmasini kolaylagtirmak i¢in vakuolde
tutulurlar (Delauney and Verma 1993, Louis and Galinski 1997). Basit
sekerler (baslica fruktoz, glukoz, ve sukroz), seker alkoloidleri (mannitol,

gliserol ve metillenmis inositoller) ve kompleks sekerler (trehalose, rafinoz
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ve fruktanlar) (Bohnert and Jensen 1996) organik ozmotik bilesiklerdir.
Ayrica quarterner amonyum bilesikleri (prolin, glisinbetain, B-alaninbetain,
prolinbetain), siilfonyum bilesikleri (kolin-O-siilfat, dimetilsiilfonyopropionat
(DMSP) (Nuccio et al., 1999) bu tip bilesiklerdendir. Bu ozmolitler, hiicre
icindeki ozmotik basinci arttirirlar. Inorganik ¢ozgenlere karsi sitozol icinde
yiikksek konsantrasyonlarda bulunsalar bile organizmanin normal metabolik
reaksiyonlarim1 engelleyemezler (Ford, 1984; Breesan et al. 1998).
Ozmolitlerin biiyilk c¢ogunlugu notr pH’ta yiiksiizdiir. Ayrica diisiik
molekiiler agirliga sahip olup suda c¢oziiniirliikleri de yiiksektir. Ozmolitler,
ozmotik streslere verilen cevapta bitkinin sitoplazmada ozmotik dengesinin
saglanmasinda ¢ok Onemlidirler (Wyn Jones et al., 1977; Ballantyne and
Chamberlin 1994). Uyumlu bilesikler, o6zellikle sitoplazmada yiiksek
konsatrasyonda bulunurlar. Fruktan (Pilon-Smits et al., 1995), trehalose
(Holmstrom et al., 1996; Goddijn et al., 1997; Romero et al., 1997), mannitol
(Tarczynski et al.,1993; Karakas et al., 1997), ononitol (Sheveleva 1997),
betain (Lilius et al., 1996; Sakamoto et al., 1998) ve prolin (Kavi Kishor et
al., 1995) sentezi icin genetigi degistirilmis bazi transgenik bitkilerin
hiperozmotik toleranslar1 artmistir. Halofitik bakterilerde ortak uyumlu
bilesik ektoin’dir (Csonka and Epstein, 1996). Ektoin, artmis tuzluluk ve
sicaklik  artistna yamit  olarak  cesitli  bakteri  hiicrelerinde  ve
Streptomyces’lerde de novo’yla sentezlenebildigi icin 6zel bir ©6nem
tasimaktadir (Malin and Lapidot 1996). Escheria coli (Jebbar et al., 1992),
Corynebacterium glutamicum (Farwick et al., 1995) ve toprak bakterisi
Rhizobium meliloti (Talibart et al., 1994)’ye ektoinin distan uygulanmasi,
osmotik strese bagh biiyiimedeki engellemeyi ortadan kaldirmistir. Bir halofit
olan Halomonas elongata’nin ektoin sentezleyen 3 geni transgenik tiitiin

(Nicotiana tabacum BY2) hiicrelerine aktarildiginda ektoinin seviyesi
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artmistir. Yabani tip tiitiin hiicreleriyle karsilastirildiginda, bu bitkilerin 500
mM NaCl de hiperozmotik toleransi artmistir (Nakayama et al. 2000). Tuz
stresi altinda bu transgeniklerin daha 1iyi performans gostermeleri
ozmolitlerin ozmotik etkiyi ortadan kaldirmalariyla agiklanamaz. Ciinkii
konsantrasyonlari, ozmotik dengeye biiyiik oranda katki yapmak icin c¢ok
yetersizdir. Diger yandan diisilk miktardaki ozmolitlerin tuz stresinin neden
oldugu reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriilmesinde de etkili olduklari

belirlenmistir (Smirnoff and Cumbes, 1989).

Stres altinda bitkilerde biriken en yaygin ozmolitlerden biri de
prolin’dir. Prolin birikimi bitkilerde ozmotik strese yanit olarak olusan tipik
fizyolojik yamitlardan biridir. Prolinin NADP" gereksinimini iyilestirerek
stres altindaki hiicrelerde olusan redox potansiyeli degisimlerini iyilestirici
etki yaptig1 diisiiniilmektedir. Stresten sonraki iyilesme doneminde prolinin

parcalanmasi karbon, azot ve enerji kaynagi saglar (Hare et al., 1998).

1.4.4 Bitkiler iirettikleri farkh tipteki antioksidantlar ile ROS’lan

siipiiriirler.

Antioksidantlar, genellikle enzimatik ve enzimatik olmayanlar olmak
tizere iki gruba ayrilirlar: Enzimatik antioksidantlar; siiperoksitdismutaz
(SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon
rediiktaz (GR)’dir. Enzimatik olmayan antioksidantlar ise glutatyon (GSH),
askorbat (AsA), karotenoidler ve tokoferollerdir (Asada 1999; Kiddle et al.
2003; Gomez et al. 2004; Mateo et al., 2004; Gupta et al., 2005).
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1.4.4.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi:

Farkli cevresel streslere tepki vermek icin bitki hiicrelerindeki SOD
sentezinin uyarilmasi, SOD’un bitkilerin savunma mekanizmasinda, énemli
bir rolii oldugunu gostermektedir. Suyun sinirlt oldugu alanlarda, siiperoksit
radikallerini siiptirmek icin SOD’un aktivitesi genellikle artar (Van-Camp et.
al. 1996). Diger streslerde oldugu gibi, tuz stresine maruz kalan farkli bitki
tiirlerindeki SOD aktivitesi ile ilgili arastirmalar oksidatif stres hasarinda
farkli mekanizmalarin etkili oldugunu ortaya koymustur (Yu and Rengel,
1999a, b). ROS’un birincil kaynagi olan siiperoksit radikalleri hizla
stiperoksit dismutaz enzimi tarafindan (SOD; EC1.15.1.1) oksijen ve hidrojen
peroksite doniistiiriilir. SOD’lar aktif bolgelerindeki metal kofaktorlere gore
farkli sekillerde tanimlanirlar: Bunlar, Fe-SOD, Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD.
Fe-SOD ve Mn-SOD apoproteinlerinin primer dizileri ortaktir fakat Cu/Zn-
SOD’un farklidir. Mantar ve hayvanlarda yalmzca Cu/Zn-SOD ve Mn-SOD
bulunurken bazi bitki ve bakterilerde ii¢ izoenzim tipi de gozlenmektedir.
(Bowler et al., 1992). Fe-SOD, Escheria coli ve Methanobacterium bryantii
gibi prokaryotlarda da mevcuttur (Yost and Fridovich 1973; Kirby et al.
1981). Nikel iceren SOD (Ni-SOD)’un Streptomyces tiirlerinin sitozolik
kisimlarinda mevcut oldugu rapor edilmistir (Youn et al., 1996). Bitkilerde
SOD izoenzimleri farkli hiicre bolmelerde yer alir (Sekil 1.7). Fe-SOD’lar
plastitler, Mn-SOD’lar mitokondri ve peroksizom ve Cu/Zn-SOD ise
kloroplast, sitoplazma ve hiicrelerarasi boslukta bulunur (Bowler et al., 1992;
Tanaka et al., 1985, 1999).

SOD tarafindan siiperoksit radikalinin parcalanmasi sonucunda olusan
hidrojen peroksitin hiicreye zarar vermemesi icin hemen ortamdan
uzaklastirtlmas: gereklidir. Ciinkii bu radikal belirli metal iyonlar1 ve metal

selatlarin varliginda yiiksek derecede reaktif hidroksil radikallerini olusturur
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(Imlay and Linn, 1988). p-oksidasyon yoluyla glioksizomlarda ve
peroksizomlarda olusan hidrojen peroksit, katalaz (CAT;E.C 1.11.16)
tarafindan suya detoksifiye edilir. Hidrojen peroksit, kloroplastta olusmussa
elektron donor olarak askorbati kullanan askorbat peroksidaz (APX; EC
1.11.1.11) aktivitesiyle siipiiriiliir (Shigeoka et al. 2002). Indirgeyici olarak
askorbati kullanan ve H,0O, ye karsi ilgisi yiikksek olan APX ile CAT
karsilagtirildiginda; CAT 1n indirgeyici bir giic kaynagina ihtiyac1 yoktur ve
yiiksek bir reaksiyon oranina sahiptir, fakat H,O, ye karsi ilgisi diisiiktiir
(Willekens et al., 1997). Bu nedenle CAT sadece H,O, yiginlarin1 ortadan
kaldirirken, APX daha 6zel bolgelerde bulunan ¢ok kiiciik orandaki H>O,’leri
bile siipiirebilir. H,O,, elektron verici olarak tridoksin kullanan glutatyon
peroksidazlar tarafindan da suya indirgenir (GPX; EC 1.11.1.9) (Navrot et al.
2006). Son yillarda Miao ve ark. (2006) tarafindan ATGPX3’iin de bir H,O,
siipiiriiciisii olarak davrandig: ve hiicre icindeki H,O, dengesinde iki yonlii ve
ayirtedici bir rol oynadigi belirlenmistir. Bu antioksidantlarin ABA ve
kuraklik stres sinyalinde oksidatif sinyal ileticisi olarak H,O,’den sonra yer

aldig1 da ortaya konmustur.

1.4.4.2 Askorbat Peroksidaz (APX) Enzimi

Askorbat peroksidazlar hidrojen peroksitle askorbatin oksidasyonunu
katalizler. Sitozolik formu, monodehidroaskorbat radikali (MDA) olusturur.
Hiicre ic¢indeki yerlesimlerine gore 4 farkli APX enzimi tanimlanmistir:
Bunlar kloroplast stromasindaki ¢oziinebilir form (sAPX), tillakoyide bagh
form (tAPX), sitozolik form (cAPX) ve glioksizom membran form
(gmAPX)’dur (Campa 1991, Bunkelmannand and Trelease, 1995, 1996). Son
yillarda da APX’un mitokondride bulunan mitAPX tiiri bulunmustur

(Jimenez et al.,1997; Leonardis et al., 2000). Kieselbach et al. (2000)
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Arabidopsis’in kloroplastinin tillakoyit limeninde APX’u kodlayan cDNA
tanimlanmistir. cAPX degiskenleri sinyal iletim sirasinda hidrojen peroksit
konsantrasyonunun denetiminde kritik bir 6neme sahiptir. Stres toleransinda
APX’un rolii APX-duyarl tiitiinde gosterilmistir. Bitkilerin cesitli abiyotik
streslere  verdikleri tepki sirasinda APX ekspresyonlarini arttirdiklar
bulunmustur (Tanaka et al., 1985; Mittler and Zilinkas, 1992; Hernandez et
al., 1995; Noctor and Foyer, 1998). APX aktivitesinde artis tuz stresine
maruz kalmis Raphanus staivus bitkisinde de gozlenmistir (Lopez et al.,
1996). Ayrica tiitiin kloroplastlarindaki APX un aktivitesi de tuz ve su kitligi
stresine tepki olarak artmistir (Badawi et al. 2004).
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Sekil 1.7: SOD izoenzimlerinin hiicrede lokalize oldugu bolgeler

(Alscher, 2002).
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1.4.4.3 Katalaz (CAT) Enzimi:

Katalazlar oksidatif strese kars1 bitki savunma sisteminde belirgin bir
role sahiptir. Bitki katalazlar1 niikleustaki genler tarafindan kodlamis
tetrameric demir porfirinlerdir. Bitkilere ©zel olarak, katalazlar farkl
multiformlar1 ve katalaz genlerinin kiigiik bir ailesini icermektedirler. Farkli
genler polipeptit altbirimlerini kodlarken es zamanli olarak ayni hiicre i¢inde
ifade olurlar ve yiikleri ya da molekiiler agirliklarina gore siniflandirilirlar.
Heterotetramerler, farkli altbirimlerin iki tipinden olustuklarinda 5 adet
izoenzim olustururlar.

Arabidopsis’te katalazlar en az alti farkli izoenzimin altbirimlerini
kodlayan iic genin olusturdugu bir multigen ailesi tarafindan kodlanirken
misirda ise ii¢ tane katalaz geni vardir. (Frugoli et al., 1996). Aslinda bunlar
peroksizomlarda ve glioksizomlarda iiretilirler. Katalaz, su ve oksijene
parcalandig1 reaksiyonu katalizler. Katalaz, biiyiik dl¢iide hidrojen peroksite
Ozgiin olmasina karsin metil hidrojen peroksit gibi bazi organik

hidroperoksitlerle (MeOOH) de reaksiyona girer (Ali and Alqurainy, 2006).

1.4.4.4 Glutatyon Peroksidaz:

Bitki hiicrelerinde hidrojen peroksitin diger bir siipiiriiciisii de cok
sayida izoenzimi bulunan glutatyon peroksidazlardir (GPX). Indirgeyici ajan
olarak glutatyonu kullanirlar. H,O,’i, organik hidroperoksitleri ve lipid
peroksitlerin indirgenmesini katalize ederek (Ursini et al., 1995) bitkileri
oksidatif hasardan korurlar (Flohé and Giinzler, 1984). Hayvanlarda
GPX’lerin farkli formlar1 {izerinde yapilan caligmalar daha fazla olup
bitkilerde GPX’in oksidatif hasara karsi bitki savunmasindali rolii daha az

ilgi gormektedir.



28

Bitkilerde oksidatif stresin etkisinin kaldirilmasinda askorbat-
glutatyon dongiisiiniin enzimleri de ¢cok onemlidir. Askorbat peroksidazlar
askorbatin oksidasyonunu katalizler. Kloroplastlarda hidrojen peroksit
stipiiriicii sistemi korumak i¢in MDHAdan askorbatin yeniden olusumu icin
gereklidir. Stromadaki MDHA nin indirgenmesi MDHA rediiktaz tarafindan
katalizlenir (MDAR). MDHA’nin MDAR tarafindan askorbata doniismedigi
durumda dehidroaskorbat (DHA) iiretilecektir. Askorbatin DHA’dan yeniden
olusumu tiol enzimi DHAR tarafindan gergeklestirilir. Askorbatin yeniden
olusumuna DHAR’in katkist MDHA kadar ¢ok degildir (Asada, 1994;
Minkov et al., 1999). Glutatyon rediiktaz, askorbat glutatyon sisteminin diger
onemli bir enzimidir. Bu enzim agirlikli olarak kloroplastlarda bulunurken
mitokondri ve sitozolde de kiiciik miktarda bulunmaktadir (Edward et al.,
1990; Creissen et al., 1994). Glutatyon rediiktaz, bitkilerdeki bircok
metabolik diizenlemede rol alir ve antioksidatif yolda yeralan glutatyonun

indirgenmesini katalizler.

Enzimatik antioksidantlara ek olarak bitkiler, stresin neden oldugu
oksidatif stresin etkilerini yok etmede Onemli bir rol oynayan enzimatik
olmayan molekiillerede sahiptir. Enzimatik olmayan bu antioksidantlar;
askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler, flavonoidler, glutatyondur (Noctor

and Foyer, 1998; Tausz and Grill, 2000; Schafer et al., inin 2002).

Glutatyon:

Sistein iceren bir tripeptit olan glutatyon, bitkilerdeki ¢ok ©Onemli
metabolitlerden biridir. Glutatyon , bitki dokularinda indirgenmis bir formda
bol miktarda bulunur. Apoplastin yani sira peroksizom, kloroplast, sitozol,

endoplazik retikulum, vakuol, mitokondri gibi tiim hiicre boliimlerinde
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mevcuttur (Mittler and Zilinkas, 1992; Jimenez et al., 1998). Glutatyonun
indirgenmis formu potansiyel olarak tekli oksijeni, hidrojen peroksiti ve
hidroksil radikali gibi diger radikalleri de siipiiriir (Larson, 1988; Smirnoff,
1993, Briviba et al., 1997; Noctor and Foyer, 1998). Bunun yanina GSH,
askorbat glutatyon diingiisityle diger bir potansiyel suda c¢oziilebilir
antioksidant olan askorbik asitin yeniden olusumuyla antioksidatif savunma
sisteminde onemli bir rol oynar (Foyer and Halliwell, 1976; Foyer et al.,
Foyer et al.,, 1997). GSH, dehidroaskorbat rediiktazin (DHAR) ve
xenobiotiklerin detoksifikasyonunda ©Onemli rol oynayan glutatyon-S
transferazin (GST) substratidir (May et al., 1998; Noctor et al., 1998b;
Mendoza-Cozatl and Moreno-Sanchez, 2006). Bunun okside formuyla
(GSSG) kombinasyonunda, glutatyon hiicresel bolmelerde redoks dengesini
devam ettirir. Bu 0zellik, normal ve stresli kosullar altinda normal hiicresel
redox sistemin korunmasinda onem tasir (Wang et al., 2008). Stres siddeti
arttiginda, glutatyon konsantrasyonlar1 genellikle azalir ve redox durumu
daha cok okside olur ve dolayisiyla sistem zarar goriir.

Askorbik asit:

Dogada bol bulunan askorbik asit (AA; Vitamin C)’in potansiyel bir
antioksidant oldugu bilinmektedir (Smirnoff, 2000; Arrigoni and De Tullio,
2000). GSH gibi AA’da suda coziinebilir ve bir cok bitki hiicre tipinde,
organellerde ve apoplastta bulunur. Normal fizyolojik kosullar altinda AA,
yaprak ve kloroplastlarda daha ¢ok indirgenmis formda mevcuttur (Smirnoff,
2000). AA, apoplastlarda da bol bulunur (Yamamoto et al., 2005). Hiicredeki
konsantrasyonu milimolar oranina ¢ikabilir ve bu deger glutatyonunkinden
cok daha fazladir (Smirnoff, 2005;Foyer and Lelandais, 1996). AA dogrudan
stiperoksiti, hidroksil radikallerini ve tekli oksijeni baskilar. Ayrica H,O;’yi

askorbat peroksidaz reaksiyonu yoluyla suya indirger (Foyer et al., 1997).
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AA tokoferolleri, tokoferoksil radikalinden yeniden olusturulur (Thomas et
al, 1992). Bunun i¢in bitkilerdeki i¢csel AA’nin artmasi diger metabolik
yollar1 diizenlenmenin yaninda oksidatif strese karsi koymak igin de
gereklidir

Karotenoidler:

Karotenoidler, oksidatif stres toleransinda rol oynayan bircok
metabolik islevlere sahiptir. Karotenoyitler kloroplastlarda olusan lipofilik
organik bilesiklerdir. Fotosisteme kars1 1s1kla korunumu saglarlar. Bitkilerde
karotenoyitlerin farkli tipte olmasina ragmen B-karotenler yiiksek yapilt
bikilerde baskindir. Ve bunlar, tekli oksijenin olusumunu etkili bir sekilde
engeller.

Flavonoidler:

Fenolikler gibi organik bilesiklerin genis bir sinifina ait olan
flavonoidler, okside edilebilir bilesiklerin bir c¢esidine karsi antioksidant
aktivite de gosterebilirler. Flavonoidler bitkiler aleminde yaygin olup
yapraklarda, c¢icek kisimlarinda ve polenlerde bulunur. Flavonoidler
genellikle glikozit olarak bitki vakuoliinde birikirler. Fakat diger bitki
bolmelerinde ve yaprak ylizeylerinde yasama sivist olarak ta olusurlar. Bitki
hiicrelerindeki flovonoid konsantrasyonu cogunlukla 1mM’dir (Vierstra et al.
1982). Cesitli flavonoidler, doymamis yag asitini oksijen igeren tiirevlerine
doniistiiren lipoksijenaz enziminin potansiyel inhibitorii olarakta is goriirler
(Nijveldt et al., 2001).

Yukarida sozii edilen enzimatik olmayan antioksidantlara ek olarak
antioksidatif ozellik gosteren baska metabolitlerde vardir. Ornegin; fenolik
asit, alkoloid, polyaminler, diterpenler, aminoasitler ve aminler gibi. Ancak

bu metabolitlerin stres altindaki bitkilerde antioksidatif rolleri kiigiiktiir.
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Tuz stresi altinda antioksidant enzimlerin aktiviteleri ve enzimatik
olmayan antioksidantlarin diizeyleri bitki tiirleri gore biiyiik cesitlilik gosterir
(Zhang and Kirkham,1995; Nayyar and Gupta, 2006; Smirnoff, 2005). Bu
cesitlilik sadece tiirler arasinda da degil aym tiiriin iki farkl kiiltivar1 arasinda
bile gozlenebilir. (Bartoli et al., 1999). Dolayisiyla, ROS’larin etkisiz hale
getirilmesinde bir antioksidantin etkili rolii, strese maruz kalan bitkinin

biiylime evresine, bitkinin tiiriine ve stresin yogunluguna da baglhdir.

Yukarida anlatilan bu antioksidant enzimleri kodlayan genlerin
aktivite ve ifade olma diizeyleri genelde abiyotik streslere karsi koymak icin
artmaktadir. Abiyotik strese maruz birakilan bitkilerdeki oksidatif hasarin
derecesi antioksidatif sistemin kapasitesi ile denetlenir (Mc Kersie et al.
1996; Noctor and Foyer, 1998; Acar et al., 2001; Tiirkan et al., 2005).
Antioksidatif sistem kapasiteleri arasindaki farklilik, 1- tiirlere ve hatta ayni
tiriin farkl kiiltivarlarina, 2- bitkinin strese maruz kaldig1 biiylime donemine,
3- stresin yogunluguna baghdir (Zhang and Kirkham, 1995; Bartoli, 1999;
Nayyar and Gupta, 2006; Smirnoff, 2005). Antioksidan ve tuz toleransi
arasindaki iliski pamuk (Gossett et al., 1994), mandalin (Gueta-Dahan et al.,
1997), pirin¢ (Demiral and Turkan, 2004, 2005); bezelye (Hernandez et al.,
1995, 2000), susam (Koca et al., 2007) ve semiz otu (Yazici et al., 2007) gibi
cok cesitli bitki tiirlerinde bulunmustur. Genelde tuzluluga direng artisi ile
antioksidant enzimlerin aktivitesindeki artis arasinda dogrusal bir iliski
vardir.

Plantaginaceae ailesinin iiyeleri olan Plantago maritima ve Plantago
media, cok yillik bitkilerdir. Plantago media, beyazlamis sinir otu (hoary
plantain) Plantago maritima ise deniz sinir otu (sea plantain) olarak

bilinmektedir. Plantago maritima deniz kiyisindaki tuzlu batakliklarda
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P.media ise cayirlik ve ¢imenlik arazilerde yayilis gostermektedirler.(Sekil

1.8).

Sekil 1.8: P.maritima (A-B) (www.digitalnaturalhistory.com) ve Plantago

media’nin (C) (http://herba.msu.ru) dogal habitatlarindaki goriiniimleri

Tuzlu alanlardan daha etkin olarak yararlanabilmek i¢in tuzluluga
diren¢ mekanizmasinin anlasilmasi biiyiik Onem tasimaktadir. Bu agidan
akraba tiirlerin oransal tuz toleranslarinin fizyolojik, biyokimyasal, ve
molekiiler mekanizmalarma biiyiik ilgi cekmektedir. Ornegin; yapilan
calismalar Plantago cinsine ait P. media’min glikofitik, P. martima nin
halofitik oldugu ortaya konmustur (Erdei and Kuiper, 1979; Maathius and
Prins, 1990; Tanczos et al., 1981). Staal ve ark. (1991) Plantago
maritima’nin (tuza toleransli) 250 mM NaCl’den daha yiiksek tuz

konsantrasyonlarinda yasamini siirdiirebildigini gostermislerdir. Plantago
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media’da 50 mM NaCl, oOlimle sonuclanan ciddi hasarlar
olusturabilmektedir. Aymi calismada tuza nisbi diren¢ mekanizmasini
aydinlatmak icin P. maritima ve P. media’nin tonoplastlarindaki Na*/H"
antiportirlart karsilastirllmis ve bu antiportirin P. media’da olmadigini
saptanmistir. Ayrica 10 mM’dan diisiik tuzlulukta P. media’nin tuzu disarida
biraktigini, fakat tuz konsantrasyonu 25 mM’in iistiine c¢iktiginda NaCl
girisini ve aktarimini denetleyemedigini bulmuslardir. Bu iki tiiriin tuz
toleranslarindaki farkliligir ortaya koyabilmek amaciyla Maathius ve Prins
(1990) zar 6zelliklerini elektrofizyolojik olarak incelemistir. Sonug olarak iki
tiirlin zar potansiyelleri arasinda belirgin bir farkliliga rastlanmamistir. Ancak
her iki iyona kars1 zar gecirgenliginin, tuza direncli olan P. maritima’da
azaldig belirtilmistir. Tuz stresinin P. maritima’nin stoma iletkenligi ve
fotosentez verimi iizerine olan etkisini inceleyen Flanagan ve Jefferies (1988)
ise stres altinda fotosentezin az engellendigini, buna karsilik stoma

iletkenliginin arttigin1 bulmuslardir.

Bu baglamda simdiye kadar Plantago maritima (tuza dayanikli) ve
Plantago media’min (tuza duyarll) tuz stresine karst olan farkl
duyarliliklarmin  mekanizmasim1 aydinlatmak igin antioksidan savunma
sisteminin rolii calisiilmamisti. Halbu ki 6nceden belirtildigi gibi tuz stresine
bagl oksidatif zararin bertarafi ve tuza diren¢ arasinda onemli bir iliski
mevcuttur. Bu nedenle ¢alismamizda P. martima ve P. media ‘nin nisbi tuz
toleranslarinda antioksidant sisteminin roliiniin aydinlatilmasi
amaclanmaktadir. Bunun i¢in SOD, CAT, POX, APX ve GR gibi
antioksidant enzim ve izoenzim (SOD ve POX) aktiviteleri ile oksidatif

zararin belirteci olan lipid peroksidasyonu arastirilmistir. Ayrica biiyiime,
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bagil su icerigi (RWC), stomatal iletkenlik ve klorofil floresanslari

karsilastirmal1 olarak incelenmistir.

2. MATERYAL VE METHOD

2.1 Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

P.  maritima tohumlar1 Hollanda’nin  kuzeyindeki Wadden
Denizi’ndeki Schiermonnikoog yakinlarindaki yabani bir populasyondan,
P.media tohumlar1 ise Hollanda’daki Brummen, Tolkamer (Nimegen
Bolgesi) ve Gerendal (Giiney Limborg bolgesi) gibi 3 farkli bolgedeki
populasyondan toplanmis olup Groningen Universitesi’nden Prof. Dr. Theo
Elzenga ve Marten Staal tarafindan saglanmistir. Tohumlarin sterilizasyonu,
%0.5’lik sodyum hipoklorit solusyonunda 5 dakika ve daha sonra steril dI-
H,O’da 4-5 kez yikanmasiyla gerceklestirilmistir. Tohumlar perlitte,
20°C’de, 12 saat 151k/12 saat karanhkta, 350pumol m-2 s-1 151k yogunlugunda
ve nem orant %65 olan iklim odasinda ¢imlendirilmistir. Fideler 60 giin
Hoagland solusyonu ile sulanarak biiyiitiilmiis ve (Sekil 2.1) tuz stresi
uygulamasi, normal biiylimenin 60. giiniinde fidelere 100 ve 200mM NacCl
iceren Hoagland solusyonunun verilmesiyle baslamistir (Sekil 2.1). Bitkiler
tuz uygulamasimin 0., 7. ve 14. giiniinde hasat edilmistir. Hasat edilen
ornekler analizlere kadar -80°C’de saklanmugtur.

2.2 Biiyiime Parametreleri

Plantago maritima ve Plantago media fideleri tuz uygulamasimin 7.
ve 14. giinlinde hasat edilmistir. Her bir gruptan gelisigiizel 10’ar bitki
alinarak govde ve kokler birbirinden ayrilmistir. Govde ve koklerin yas
agirhiklart tartildi ve uzunluklari 6lciildii. Ornekler 70 °C’de 72 saat

bekletildikten sonra kuru agirliklar belirlenmistir.
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2.3 Bagil Su icerigi

Her bir gruptaki bitkilerden 6 yaprak ornegi alinarak yas agirliklari
(YA) olciilmiistiir. Yapraklar 8 saat boyunca diisiik 151k altinda dI-H,O i¢inde
petrilerde bekletilerek turgor haline gelmeleri saglanmistir. Turgorlu
yapraklar kurutulur kurutulmaz turgorlu agirliklart (TA) belirlenmis ve bu
yapraklar 72 saat boyunca 70 °C’de bekletilerek kuru agirliklari (KA)

saptanmistir. Her bir gruba ait yaprak orneklerinin bagil su icerigi asagidaki

formiile gore % olarak hesaplanmistir (Smart and Bingham, 1974).
Bagil Su Icerigi = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100

Sekil 2.1: 60 giin boyunca perlit ortaminda yetistirilmis Plantago
media (solda) ve Plantago maritima (sagda) fidelerinin tuz uygulamasindan

onceki gorlintimleri.
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Sekil 2.2: 0, 100 ve 200 mM NaCl uygulamasinin 7. giiniinde

Plantago media bitkileri

Sekil 2.3: 0, 100 ve 200 mM NaCl uygulamasinin 14. giiniinde

Plantago media bitkileri

2.4 Klorofil Floresans Olciimleri
Klorofil floresans ol¢iimleri, her bir uygulamaya ait 6 farkli bitkinin
en istteki katlanmamis yapraklarinda yapilmistir. Floresans Olciimlerinden

once yapragin iist yiizeyindeki lem? lik dairesel bir bolge 15 dk boyunca
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yaprak klipsleri kullanilarak karanliga alistirilmistir. Bir bitki verim analizi
cihazi1 (LICOR,Lincoln, NE) sayesinde yapraklarin doygun 1sik demetine
maruz birakilmasiyla, degisken olmayan bazal klorofil fliioresanst (Fo),
maksimum floresans indiiksiyonu (Fm), degisken floresans (Fv) ve Fv/Fm
oranlar1 belirlenmistir. Her iki Plantago tiiriiniin NaCl stresine gosterdikleri
yanitlar1  karsilastirmak icin Ozellikle PS-I'nin fotokimyasal verimi

(maksimum kuantum verimi Fv/Fm) dikkate alinmustir.

2.5 Stomatal iletkenlik Olciimii
Stoma iletkenligi, tuz uygulamasmnin 0., 7. ve 14. giiniinde portatif

porometre cihaziyla (LI 1600M, LICOR) 6l¢iilmiistiir.

2.6. Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.6.1 Enzim ekstraktlarimin hazirlanmasi

Hasat edilen P.maritima ve P.media fideleri, hemen sivi azotla
dondurularak, biyokimyasal analizlere kadar -80 °C’ de saklanmuistir. SOD,
CAT, POX, APX ve GR enzimlerinin ekstraksiyonu igin -80 °C’de
saklanmakta olan yapraklar, sogutulmus havanda sivi azot yardimiyla, %2
(w/v) polivinilpolipirolidon (PVPP) ve 1 mM EDTA iceren 0,05 M sodyum
fosfat tamponuyla (pH 7,8 ) homojenize edilmitir. APX estraksiyonu i¢in 2
mM Asc igceren homojenizasyon tamponu kullamlmistir (p H:7,8).
Homojenat 4 °C’de 14.000 rpm’de 30dk santrifiij edilmis ve olusan
siipernatant  enzim  aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilmustir.
Ekstraksiyon prosediiriiniin tiimii +4 °C’de gerceklestirilmistir. Tiim
spektrofotometrik Olctimler Shimadzu UV-1600 ile yapilmistir (Shimadzu,
Japan).
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2.6.2 Siiperoksit dismutaz (SOD; siiperoksit: siiperoksit
oksidorediiktaz, EC 1.15.1.1) aktivitesinin tayini

SOD aktivitesi, Beauchamp and Fridowich (1971)’e gore, SOD’ un
fotokimyasal olarak nitro blue tetrazolium (NBT) un indirgenmesini inhibe
etme yeteneginin Olgiilmesiyle tayin edilmistir. 3ml reaksiyon karisimi; 50
mM fosfat tamponu (pH 7,8), 33uM NBT, 10 mM L-metionin, 0,66 mM
EDTA Na,, 0,0033 mM Riboflavin icermekteydi. Siipernatant seyreltildikten
sonra karisim 10 dk 300 pmol ms ™ 151k siddeti altinda bekletildi. Daha sonra
reaksiyon karisiminin 560 nm’ de verdigi absorbans degerleri okundu. SOD
icin 1 enzim birimi; 1s1kla indirgenmenin % 50 engellenmesine neden olan
protein miktar1 (mg) olarak tanimlandigindan, yaprak orneklerindeki SOD

aktiviteleri buna gore belirlendi.

2.6.3 Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) aktivitesinin tayini

Katalaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi Bergmeyer (1970)’in
metoduna gore gerceklestirildi. H,O,’in miktarinda olusan azalma; 240 nm’
de gosterdigi maksimum absorbanstaki diisiisle belirlendi. Iml’lik son hacme
sahip kuvartz kiivetlerdeki reaksiyon karisimi; 0,1 mM EDTA, 50 mM Na-
fosfat tamponu (pH:7), dI-H,O ve %o 0,3 H,O,’den olusuyordu. Reaksiyon
boyunca absorbstanta olusan diisiis 180 sn boyunca takip edildi. CAT

aktivitesi dakikada harcanan pmol H,0, olarak ifade edildi.
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2.6.4 Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesinin
tayini

APX aktivitesinin tayini Nakano and Asada (1981)’ya gore yapildi.
Askorbat okside oldukg¢a, spektrofotometreden 290nm’deki absorbansta
olusan azalma okunmustur ve hesaplamalar askorbatin ekstinksiyon katsayisi
kullanilarak (2,8 mM ' cm™) yapilmistir. Reaksiyon karisiminda 50 mM
sodyum fosfat tamponu (pH: 7), 0,5 mM askorbat, 0,1 mM EDTA Na, ve 1,2
mM H,0O, bulunmaktadir. Askorbatin oksidasyonu, enzim ekstraktinin
katilmasiyla baslatild1 ve absorbanstaki azalma 180 sn boyunca takip edildi. 1
birim APX aktivitesi dakikada okside olan 1 mmol ml™ askorbat ifade edildi.

2.6.5 Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) aktivitesinin tayini

POX aktivitesi Herzog and Fahimi (1973)’ye gore belirlenmistir.
Aktivite 465nm’de  3,3’-diaminobenzidin tetrahidrokloroid (DAB)’in
oksidasyonuyla absorbansta meydana gelen artis takip edilerek
hesaplanmustir. Polystrene kiivetteki reaksiyon karisimi, DAB soliisyonu, %
0,6’lik H»0,, dI-H,O ve enzim ekstraktindan olusmaktadir. Reaksiyon,
H,0,’in katilmasiyla baglatilip ve 180 sn boyunca absorbans artis1 takip
edilmistir. Spesifik enzim aktivitesi dakikada tiiketilen pmol ml’! H>0O,

olarak ifade edilmektedir.

2.6.6 Glutasyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) aktivitesinin tayini

Glutasyon rediiktaz aktivitesi, 340 nm’deki absorbans azalmasindan
yola c¢ikarilarak hesaplandi (Foyer and Halliwell, 1976). NADPH varliginda,
okside glutasyon miktarindaki azalma, kuvartz kiivette, kore karst 180 sn
boyunca takip edilmistir. Hesaplamalar, glutasyon rediiktaz enziminin

ekstinksiyon katsayis: kullanilarak (6,2 mM cm™) yapilmistir. Spesifik
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enzim aktivitesi, dakikada indirgenen 1 mmol ml"' GSSG miktar1 olarak ifade

edilmektedir.

2.6.7 SOD izozimlerinin elektroforetik ayrimi

Plantago maritima ve Plantago media yapraklar1 9 mM Tris —HCl
(pH: 6,8) ve % 13,6 (v/v) gliserol iceren tamponla 4 °C’de homojenize
edilmistir. Homojenatlar 4 °C’de, 14.000 rpm’de 30 dakikada
santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatantlar SOD ve POX
izozimlerinin elektroforetik ayriminda kullanilmistir.

Elektroforetik SOD izozimlerinin ayrim1 Beauchamp and Fridovich
(1971)’e gore riboflavin ve nitroblue tetrazolium boyamasiyla yapilmistir.
Esit miktarda protein (20ug) iceren Ornekler, denatiire olmayan (SDS
icermeyen) poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)’ne tabi tutulmustur (
Laemmli, 1970). SOD 6rnekleri 4 °C’de sabit akim altinda (120 mA), % 5
toplayic1 jel (stacking gel) ve % 12 aymrict jelde (seperating gel)

ylriitilmistiir.

2.6.8 POX izozimlerinin elektroforetik ayrim

Elektroforetik POX izozimlerinin ayrimi Seevers ve ark. (1971) e
gore yapilmistir. 20 ug protein iceren ornekler % 10’luk denatiire olmayan
akrilamid jelde (PAGE) sabit akim altinda (120 mA ) yiiriitilmiistiir.
Elektroforezden sonra olusan bantlar1 gorbilmek igin jeller karanlikta 30
dakika boyunca, benzidin ve hidrojen peroksit iceren 200 mM Na-asetat
tamponunda (pH: 5,0) inkiibe edilmistir. Daha sonra jeller % 7’lik asetik asit

soliisyonunda saklanmaistir.
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2.7 Protein Miktarimin Belirlenmesi
Protein icerigi Bradford (1976)’ya gore, bovine serum albumin
standart olarak kullanilmak suretiyle yapilmistir. Standartlar 0,01-0,2 mg/mL

araliginda hazirlanmstir.

2.8 Lipit Peroksidasyonu

Yapraklarda meydana gelen lipit peroksidasyon derecesinin
belirlenmesi igin, lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit
(MDA) seviyesi Olgiilmiistir. MDA miktar1 Madhava Rao and Sresty
(2000)’e gore belirlenmistir. Bunun icin 0,5 g yaprak oOrnegi, TCA(
trikloroasetik asit) ile homojenize edildi. Santrifiijden sonra siipernatant TBA
(tiobarbitiirik asit) ve TCA igeren reaksiyon karisimi pipetlenip tiim deney
tiipleri 95 °C’de 30 dk 1sitilmustir. Karisgim 10.000g x 15 dk santrifiijlenmistir.
Olusan siipernatantin 532 ve 600 nm’deki absorbans degerleri okunmustur.
MDA konsantrasyonu, ekstinksiyon katsayist (e=155 mM ' cm™)

kullanilarak hesaplanmustir. Tiim 6lctimler 6 tekerriir halinde yapilmistir.

2.9 istatistiksel Analizler

Her bir deneme en az 3 kez tekrar edilmistir ve her bir bulgu, biiyiime
parametreleri disinda (n=10) 2 tekrardan olugmaktadir (n=6). Elde edilen
veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One —way ANOVA) ile analiz edilmis ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar Lowest Standard Deviations (LSD) test, ile
karsilagtirilmistir.  Klorofil fliioresanst ve yaprak su potansiyeli gibi
tekrarlamali ol¢iimlerde ise veriler iki —Yonlii Varyans Analizi (Two — way
ANOVA) ile analiz edilmistir. P< 0,05 olan degerler istatistiksel bakimdan
anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizler SPSS programi (standart

versiyon 10.0) ile gerceklestirilmistir. Biitiin sekillerdeki hata ¢ubuklar
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ortalama + standart hata (S.H.)’y1 gostermektedir ve ¢izelgelerdeki degerler

ortalama + S.H. seklinde verilmistir.
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3. SONUCLAR

3.1. Biiyiime Parametreleri

3.1.1 Kok Uzunlugu

P. maritima ve P. media bitkilerinin tuz uygulamalarina bagl olarak
kok uzunlugunda meydana gelen degisimler ¢izelge 3.1°de verilmistir. Tuz
stresine 7 giin maruz kalan P. maritima’nin kok uzunlugunda belirgin bir
degisim meydana gelmemistir. Ancak 14. giinde 100 mM NaCl, P.
maritima’nin kok uzunlugunda %18, 200 mM NaCl ise %32 azalmaya neden
olmustur. Diger yandan P. media’nin kok uzunlugu, deneme siiresince tuz
stresinden olumsuz etkilenmistir. 7. giinde P. media’nin kok uzunlugu 100
mM NaCl’de %9, 200 mM NaCl stresinde ise %14 azalmistir. 14. giinde ise
P. media’nin kok uzunlugundaki bu azalma, 100 mM NaCl’de stresinde %21,
200 mM NaCl stresinde ise %41 olmustur.

Cizelge 3.1: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima ve Plantago media’nin kok uzunluklarinda (cm)
gozlenen degisimler (n=10). Rakamlarin yanlarindaki ayni harfler istatistiksel

bakimdan birbirinden farkli olmayan degerleri gostermektedir (P<0,05).

Gruplar 0. Giin 7.Giin 14.Giin
Kontrol  |5,53+0,68| 543+0,56a | 5,77+097a
P. maritima | 100 mM NaCl 552+046a | 428+0,77 ¢
200 mM NaCl 598+ 1,48a | 3,90+1,05b
Kontrol  |9,15+044| 7,90+0,62a | 7,07+051 a
P. media 100 mM NaCl 622+1,38a | 6,42+0,66b
200 mM NaCl 466+132b | 413+1,10a
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3.1.2 Kok Yas Agirh@

P. maritima ve P. media bitkilerinin uygulamalara bagli olarak kok
yas agirliklarinda meydana gelen degisimler ¢izelge 3.2°de verilmistir. Heriki
tiirtin kok yas agirliklarn karsilastirildiginda tuz stresi altinda en biiyiik

azalma P. media ‘da gdzlenmistir.

Cizelge 3.2: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima ve Plantago media’nin kok yas agirliginda (gr)
gozlenen degisimler (n=10). Rakamlarin yanlarindaki ayn1 harfler istatistiksel

bakimdan birbirinden farkli olmayan degerleri gostermektedir (P<0,05).

Gruplar 0. Giin 7.Giin 14.Giin
Kontrol 15+3 12+5a 19+6a
P. maritima 100 mM NaCl 1x1la 16+4c
200 mM NaCl 10+3b 14+4b
Kontrol 101 =20 175+61a 209 +45a
P. media 100 mM NaCl 91 £25¢ 146 £33 ¢
200 mM NaCl 85 57 71+11b

P. media 'min kok yas agirligi 7. giinde 100 mM NaCl’de %48, 200
mM’da ise %51 azalmistir. Buna karsilik P. maritima’nin kok yas agirlhig
100 mM NaCl stresinden etkilenmezken 200 mM NaCl’de yalmzca %17
azalmstir.

Tuz stresi uygulamasinin 14. giiniinde ise P. maritima’daki bu
azalma, 100 mM NaCl’de %16 iken, 200 mM NaCl’de %26 olarak
saptanmistir. Ancak P. media ’da bu azalma, 100 mM ‘da %34, 200 mM
NaCl’de ise %60 olmustur. Ozetle, tuza duyarh tiirlimiiz P. media’nin kok
yas agirhigi, bitkiye uygulanan tuz konsantrasyonundaki artis ve stres

uygulama siiresine bagl olarak azalmistir.
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3.1.3 Kok Kuru Agirhg:

P. maritima ve P. media’da kontrol ve deney bitkilerinin kok kuru
agirliklarinda olusan degisimler cizelge 3.3’de verilmistir. Tuz stresine 7 giin
maruz birakilan P. maritima’nin kok kuru agirliginda kontrole gére dnemli
bir degisim gozlenmemistir. Ancak tuz wuygulama siiresinin artmast,

P.maritima’nin kok kuru agirliginda azalmaya neden olmustur.

Cizelge 3.3: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine
birakilan Plantago maritima ve Plantago media’nin kok kuru agirliginda (gr)
gozlenen degisimler (n=10). Rakamlarin yanlarindaki ayn1 harfler istatistiksel

bakimdan birbirinden farkli olmayan degerleri gostermektedir (P<0,05).

Gruplar 0. Giin 7.Giin 14.Giin
Kontrol 1+0 1+0a 2+1a
P. maritima 100 mM NaCl 2+0b 1+0b
200 mM NaCl l1+1a 1+1a
Kontrol 10+£2 16 £4a 19+3a
P. media 100 mM NaCl 9+2b 16+3¢c
200 mM NaCl 10£6D 9+2b

P. maritima’nin aksine P. media 'nin kok kuru agirligi, 7 giinde tuz
uygulamasindaki artisa bagl olarak azalmistir. Bu azalma 100 mM NaCl’de
%44, 200 mM NaCl’de ise %38 olmustur. Kok kuru agirligindaki en biiyiik
azalma %53, 200 mM NaCl uygulanan P.media’da gbzlenmistir.



46

3.1.4. Govde Uzunlugu

P. maritima ve P. media bitkilerinin tuz stresi uygulamalarina bagl
olarak govde uzunlugunda meydana gelen degisimler ¢izelge 3.4’de ; tuz
stresinin 7. giliniinde, P. maritima ve P. media fidelerinin morfolojik
yapilarinda gozlenen degisimler ise sekil 3.1 ve 3.2°de verilmistir.

Tuz stresinin, govde biiylimesi tizerindeki olumsuz etkisi P. media’da
daha cok gozlenmistir. Tuz stresi uygulamasinin 7. giiniinde P. media 'nin
govde uzunlugu, heriki tuz konsantrasyonunda da %30 oraninda azalmstir.
Fakat P. maritima’nin gévde uzunlugu, 100 mM NaCl stresinden
etkilenmeyip sadece 200 mM NaCl stresinde kontrol grubuna goére %26
azalmustir.

Tuz stres uygulamasinin 14. giiniinde ise P. media ’nin govde
uzunlugu 100 mM NaCl’de %32, 200 mM NaCl’de ise %40 azalmistir. Fakat
bu azalma P. maritima’da 100 mM NaCl’de % 18, 200 mM NaCl’de ise
%33 olmustur.

Cizelge 3.4: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine
birakilan Plantago maritima ve Plantago media’min govde uzunluklarinda
(cm) gozlenen degisimler (n=10). Rakamlarin yanlarindaki ayni harfler
istatistiksel bakimdan birbirinden farkli olmayan degerleri gostermektedir

(P<0,05).

Gruplar 0. Giin 7.Giin 14.Giin
Kontrol 10,32 +0,98 [ 10,65+09a| 11,7+0,79 a
P. maritima | 100 mM NaCl 9,13+048a| 9,72+0,19¢
200 mM NaCl 7.9+0,67b | 7,76 £0,75b
Kontrol 825+1,21 [9,00+0,08a10,40%0,29 a
P. media 100 mM NaCl 6,43+£026b| 7,05+0,58 ¢
200 mM NaCl 6,44+0,11b| 6,25+0,84b
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Sekil 3.1: 7 giin siireyle 100 ve 200 mM NaCl stresine maruz birakilan P. maritima
ve P. media fidelerinin goriiniimii. Tuzlulugun (A) Plantago maritima ve (B) Plantago
media’nin govde uzunluguna etkisi. (C) 200 mM NaCl stresi altindaki P. media ’daki yaprak
yaniklari. (D) Tuz stresinin aynm yastaki P. media bitkilerinin yaprak yiizey alani tizerindeki

etkisi.

Sekil 3.2: 7 giin siireyle 200 mM NaCl stresine
maruz kalan P. media ’nin yapraklarindaki

tilylenme
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3.1.5 Govde Yas Agirhig

P. maritima ve P. media bitkilerinin tuz uygulamalarina bagl olarak
govde yas agirliklarinda gozlenen degisimler ¢izelge 3.5’de verilmistir. P.
maritima’nin govde yas agirligl, tuz uygulamasinin 7. giiniinde 100 mM
NaCl’den etkilenmezken 200 mM NaCl’de %46 azalmistir. P. media 'nin
govde yas agirlig ise, kontrol grubuna gore 100 mM NaCl’de %10 artmis
ancak 200 mM NaCl’den etkilenmemistir.

Cizelge 3.5: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine
birakilan Plantago maritima ve Plantago media’min govde yas agirliginda
(gr) gozlenen degisimler (n=10). Rakamlarin yanlarindaki ayni harfler
istatistiksel bakimdan birbirinden farkli olmayan degerleri gostermektedir

(P<0,05).

Gruplar 0. Giin 7.Giin 14.Giin
Kontrol 231+30 [208+50a 290 +28 a
P. maritima | 100 mM NaCl 200+20a 206 +28 a
200 mM NaCl 112+30b 205+24a
Kontrol 700+ 120700 £ 100a 1582 %317 a
P. media 100 mM NaCl 770 £ 60 ¢ 1245 + 124 ¢
200 mM NaCl 680+ 110b |587 15D

Tuz stresi uygulamasinin 14. giiniinde P. maritima’nin gévde yas
agirhi@indaki azalma, her iki tuz konsantrasyonunda sadece %30 olmustur. P.
media ’da bu azalma orami, P. maritima’ya gore daha fazla olup 100 mM
NaCl’de %21, 200 mM NaCl’de ise %63’azalmistir. Stres uygulama
siiresindeki artig, her iki tiiriin govde yas agirliginda azalmaya neden olmus

ancak P. media bu yandan dah fazla olumsuz etkilenmistir.
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3.1.6 Govde Kuru Agirhik

P. maritima ve P. media bitkilerinin uygulamalara bagli olarak
govde kuru agirhiklarinda meydana gelen degisimler cizelge 3.6°de
verilmistir. Govde yas agirhiginda oldugu gibi P. maritima’nin gévde kuru
agirhigindaki azalma, uygulanan tuz konsantrasyonu ve stresin uygulanma
siiresine bagl olarak degisiklik gostermistir. Ornegin 100 mM NaCl stresine
7 giin maruz kalan P. maritima’min govde yas agirligi kontrol grubuna gore

degismezken 200 mM tuz stresi altinda %29 oraninda azalmustir.

Cizelge 3.6: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine
birakilan Plantago maritima ve Plantago media’ nin kok kuru agirliginda (gr)
gozlenen degisimler (n=10). Rakamlarin yanlarindaki ayni harfler istatistiksel

bakimdan birbirinden farkli olmayan degerleri gostermektedir (P<0,05).

Gruplar 0. Giin 7.Giin 14.Giin
Kontrol 16 +2 14+3a 25+3a
P. maritima 100 mM NaCl 14+2a 15+7b
200 mM NaCl 10+3b 17+3¢
Kontrol 70 15 150£40a |[182%16a
P. media 100 mM NaCl 70£20b 139 £21 ¢
200 mM NaCl 70£20b |[79+17b

Ancak bu oran, P. media ’da heriki tuz konsantrasyonu i¢in %54’ tiir.
Tuz stresi uygulamasinin 14. giiniinde ise P. media ’da bu azalmanin orani
100 mM NaCl’de %24 iken 200 mM NaCl’de %57 olmustur.

3.2 Bagil Su Icerigi

Yaprak bagil su iceriginde tuz uygulamalarina bagh olarak olusan

degisimler Sekil 3.3’ de gosterilmistir.
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P. media’nin bagil su igerigi, tuz stresinin uygulama siiresine ve
konsantrasyonuna  baglhi  olarak  azalmuistir. Kontrol  grubuyla
karsilastirildiginda bu azalma 7.giinde 100 mM’da %8, 200 mM NaCl’de ise
%18°dir. 14. giinde ise bu azalma 100 mM’da %16, 200 mM’da %22 olarak
kaydedilmistir. P. media’nin aksine P. maritima’min bagil su icerigi hemen
hemen tuz stresinden hi¢c etkilenmemistir. Sadece 100 mM NaCl

uygulamasinin 7. giiniinde P. maritima’nin bagil su icerigi %8 azalmistir.

(A) | m Control @ 100mM & 200mM| ®) [WCortral @ 100m @ 200n
100 - . 100 a
80 - B
S
2 80 | E
= L
O 40 i
= :
20 | s
ol
0 0 7 14
Tuz stresine maruz kalma siresi (ginler) Tuz stresine maruz kalms slresi (glnler

Sekil 3.3: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine birakilan
Plantago maritima ve Plantago media’nin yaprak bagil neminde (RWC)
gozlenen degisimler (%). Siitunlar iizerindeki ayni harfler aym tiir i¢inde
istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (P<0,05).
Siitunlardaki hata ¢ubuklart ortalama + standart hatay: (S.E.) gostermektedir
(n=6).
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3.3 Klorofil Floresansi

Tuz stresi altindaki P. maritima ve P. media 'nin fotosentetik
veriminde (Fv/Fm) ol¢iilen degisimler Sekil 3.4’de gosterilmistir. 100 mM
NaCl gerek P. maritima’nin gerekse P. media’nin fotosentetik veriminde
onemli bir degisime neden olmazken 200 mM NaCl uygulamas: P. media
‘nin fotosentez veriminin 7. giinde %3.5, 14. giiniinde %35.5 azalmasina

neden olmustur.

(a)  |—8— Control —e— 100mM —&— 200mM (B) [—— Cortrol —e— 100m —a— 200mM
19 14
a 08 L. L3 3 w0 [} —1
[ [
(1] [
b E 06 b g 08
k=1 % 5
L
= o 04 = é 04 -
2 2
g 024 § 0.2 1
a T T ) ] T T
a 7 14 0 7 14
Tuz stresine maruz kalma =lresi (gonler) Tuz stresine maruz kalna siresi (ginler)

Sekil 3.4: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine birakilan
Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) fotosentetik veriminde
gozlenen degisimler. Siitunlar iizerindeki aymi harfler ayni tiir iginde
istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (P<0,05).
Siitunlardaki hata ¢ubuklar1 ortalama + standart hatay: (S.E.) gostermektedir
(n=6).

3.4 Stoma Iletkenligi
Stoma iletkenligi, tuzun uygulama  siiresine ve @ tuz
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak heriki tiirde de azalmistir (Sekil 3.5).

100 mM NaCl uygulamasinin 7. giiniinde P. maritima’nin stoma iletkenligi,
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kontrol gruplarina gore %25, P. media da %50 azalmistir. 200 mM da ise

diisiis, P. maritima’da %28, P. media ’da %60’ dir. Tuz stresi uygulamasinin

14. giiniinde ise stoma iletkenligindeki azalma yine P. media ’da daha fazla

olup bu oran kontrol grubuyla karsilastirildiginda 100 mM da %28, 200 mM

‘da %41 olmustur.

(A) | —®—Control ——100mM —4—200m | [(B)  [—=— Control—e— 100mM—&— 200m\

900 - c 900 - b
— 750 4 - 750 |
2 b 2 _
5 % 600 g 5 % 600 b
X oy X oy
o E 450 - ® £ 450 | 1
s 2 w2 ra— 20
£ E 300 g £ 300 a
S E a 5 E
@ 150 - » 150 |

0 ‘ ‘ 0 ‘ ‘
0 7 14 0 7 14
Tuz stresine maruz kalma siresi (glinler) Tuz stresine maruz kalma stiresi (gunler)

Sekil 3.5: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine birakilan

Plantago maritima (A) ve Plantago media’min (B) stoma iletkenliginde

gozlenen degisimler. Siitunlar iizerindeki aym harfler aym tiir iginde

istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (P<0,05).

Siitunlardaki hata cubuklar1 ortalama + standart hatay1 (S.E.) gostermektedir

(n=6).

3.5 Antioksidant Enzim Aktivite Sonuclar

3.5.1 Siiperoksitdismutaz (SOD)Aktivite Sonuclar:

Total SOD aktivitesine iliskin sonuclar sekil 3.6’da gosterilmistir. P.

maritima’nin total SOD aktivitesi tuz stresindeki artisa bagli olarak artmistir.

200 mM NaCl stresine maruz birakilan P. maritima’da SOD aktivitesindeki

artts %49’a ulasmistir. P. media’nin SOD aktivitesi ise P. maritima’nin
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aksine belirgin bir azalma gostermistir. Bu azalma kontrole gore, 100 mM ve
200 mM NaCl uygulamasinin 7. giiniinde sirasiyla %25 ve %50, 14. giinde
ise %34 ve %29’ dur.

(A) \ m Control ® 100mM & 200mM\ (B) m Control @ 100mM 200mM

200 - 350 -
N |y 300
£5 150 i || S8 250
ES i HOES L b
L 5 T e L 5 1 T
% © 100 - E‘:E E'-.E g © 150 - ?
x E i i x E /
S g 5 i S o 100 7
2E 50 2 IS %
32 b 32 50 7

o H Wi o] /i
0 7 14
Tuz stresine maruz kalma siresi (guinler) Tuz stresine maruz kalma siresi (giinler)

Sekil 3.6: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) SOD
aktivitesinde (Unite mg" protein) gdzlenen degisimler. Siitunlar iizerindeki
ayni harfler aym tiir i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri
gostermektedir (P<0,05). Siitunlardaki hata cubuklari ortalama # standart
hatayi (S.E.) gostermektedir (n=6).

SOD enzimine ait elektroforetik ayrim ile tuz uygulamasimnin 7.
giinlinde, P. maritima’ nin yapraklarinda 4 (SOD1, SOD2, SOD3 ve SOD4),
P. media 'nin yapraklarinda ise 3 farkli SOD izozimi (SOD1, SOD5 ve
SOD6) tanimlanmistir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.9). SODI1 izozimi her iki
Plantago tiiriinde de tanimlanmis olup tuz stresindeki artisa bagli olarak
azalmistir (Sekil 3.13). Ancak. SODI1 P. maritima’nin yapraklarinda P.

media ’ninkinden daha yogun olarak gozlenmistir (Sekil 3.8). P.
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maritima’nin 7 giin siireyle tuz stresine maruz kalmasi SOD3 izoziminin
yogunlugunun kontrole gore yaklasik 5 kat artmasina neden olmustur. P.
media 'nin yapraklarinda ise 7. gilinde tuz stresindeki artisa bagli olarak
sadece SOD1 izozimi degil SOD 5 izozimi de azalmistir. SOD6 izozimi ise
kontrole gore yaklasik %50 oraninda artmistir. Ancak SOD6 izozimindeki bu
artis P. media’nin tuz stresindeki artisa bagl olarak total SOD aktivitesindeki
azalmay1 engelleyememistir. Buna karsin P. maritima’nin yapraklarindaki
SOD3 izoziminin artig1 tuz stresinin 7. giiniinde total SOD aktivitesindeki

artisin nedenini agiklamaktadir.

Sekil 3.7: 7 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz birakilan
Plantago maritima (A) ve Plantago media’nmin (B) SOD izozimlerinde
meydana gelen aktivite degisimleri. Jele 20ug’lik protein iceren Ornekler
pipetlenmistir.1: P.maritima-Kontrol grup, 2: P.maritima — 100mM NaCl’e
maruz birakilmis grup, 3: P.maritima — 200mM NaCl’e maruz birakilmis
grup, 4: P.media-Kontrol grup, 5: P.media-100mM NaCl’e maruz birakilmig
grup, 6. P.media-200mM NaCl’e maruz birakilmis grup
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Sekil 3.8: 7 giin siireyle 100 ve 200mM NaCl stresine maruz birakilan
Plantago maritima (A) ve Plantago media’daki (B) SOD izozimlerinin
densiometrik analiz sonuglart. SOD aktivitesi i¢in boyanan jeller Vilber
Lourmat goriintiileme cihazi ile fotograflandi ve Bio-Profil Bio-1D Windows
Application V11.9 yazilimi kullanilarak (Vilber Lourmat, Marne la Vallée,
Fransa) analiz edildi. Stres uygulamalarina maruz birakilmayan kontrol
grubundaki SOD aktivitesi %100 olarak alindi1 ve her grubun kontrol grubuna
gore %’si belirtildi. Cizelgedeki degerler 4 farkli jelden alinan sonuglar +

standart hatay1 gostermektedir.
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Sekil 3.9: 7 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz birakilan
Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) SOD izozimlerinin

profilleri.
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Stres uygulamasinin 7. giliniinde P. maritima’da tanimlanmis olan
SOD2, SOD3 ve SOD4 izoformlari 14. giinde gozlenememistir (Sekil 3.10 ve
Sekil 3.12). Fakat SODS5 ve SOD6 olarak adlandirilan iki yeni izozim
saptanmistir. P. media’da ise SOD1, SOD5 ve SOD6 izozimlerine ek olarak
SOD7 olarak adlandirilmis yeni bir izozim daha tanimlanmistir (Sekil 3.11).

SOD 6 SOD 6
SOD 1 SOD 1
SOD 5 SOD 5

SOD 7

Sekil 3.10: 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) SOD
izozimlerinde meydana gelen aktivite degisimleri. Jele 20ug’lik protein
iceren Ornekler pipetlenmistir.1: P.maritima-Kontrol grup, 2: P.maritima —
100mM NaCl’e maruz birakilmis grup, 3: P.maritima — 200mM NaCl’e
maruz birakilmis grup, 4: P.media-Kontrol grup, 5: P.media-100mM NaCl’e
maruz birakilmis grup, 6. P.media-200mM NaCl’e maruz birakilmis grup
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14 giin boyunca tuz stresine maruz kalmis P. maritima’nin SODI1
izoziminin yogunlugu 7. giine gore azalmistir (Sekil 3.11). Ancak bu
izozimin yogunlugunun P. media’ya gore P. maritima’da daha fazla oldugu
saptanmustir. Ilgi cekici bir sonuc olarak SOD6 izozimi heriki tiirde sadece
200 mM NaCl stresine maruz bitkilerde daha belirgindir (Sekil 3.12). SODS5
izoziminin yogunlugu, kontrole gore 14 giin boyunca tuz stresine maruz
kalmis P. maritima’da degismemistir. Ancak 100 mM NaCl stresi altindaki
P. media’da %22 oraninda azalmis, 200 mM da ise %33 artmustir. P.
maritima’da gbzlenmeyen SOD7 izozimi P.media’da 100 mM NaCl stresiyle
%66 oraninda azalmistir. Sonug olarak P. media ve P. maritima’da gozlenen
SOD izoformlarinda elde edilmis bu degisiklikler yukarida tanimlanmis
spektrofotometrik olarak oOlciilen total SOD aktivitesindeki degisiklikleri
destekler niteliktedir.

3
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SoD1 SoDs SOD6 SoD7 Total

Sekil 3.11: 14 giin siireyle 100 ve 200mM NaCl stresine maruz
birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’daki (B) SOD
izozimlerinin densiometrik analiz sonuglari. SOD aktivitesi i¢in boyanan
jeller Vilber Lourmat goriintiileme cihazi ile fotograflandi ve Bio-Profil Bio-
1D Windows Application V11.9 yazilimi kullanilarak (Vilber Lourmat,

Marne la Vallée, Fransa) analiz edildi. Stres uygulamalarina maruz
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birakilmayan kontrol grubundaki SOD aktivitesi %100 olarak alind1 ve her
grubun kontrol grubuna gore %’si belirtildi. Cizelgedeki degerler 4 farklh

jelden alinan sonuglar + standart hatay1 gostermektedir.

A) (A) (A)
Control 100 200mM
— —> —
—>
(®) ' ®) (B)
COI:trOl 100 mM _>5? : 200 mM
_’ _»
—» —>
—> — —»

Sekil 3.12: 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz

birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) SOD

izozimlerinin profilleri.
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3.5.2 Katalaz (CAT) Aktivite Sonuclar:

CAT aktivitesine ait spektrofotometrik sonuclar Sekil 3.13° de
verilmistir. Deneme boyunca 100 mM NaCl stresi P. maritima’nin CAT
aktivitesini degistirmemistir. Ancak 200 mM NaCl, P. maritima’nin CAT
aktivitesini 7. giinde %25, 14. giinde ise %17 arttirmistir. P. media’nin CAT
aktivitesi ise deneme siiresince tuz konsantrasyonuna ve tuz stresinin

uygulama siiresindeki artisa bagl olarak azalmistir.

(&) [ mCortrol G100mM @ 200mM | (B) [ mcontral  @100mM B 200mM |
40 b 40 -
T 30 £ a0
" : 5
R A BB,
[ E T T 1
7 kL
au)
E 10 - % = 10
:a % :a
0 - £ 0
1] 7 14
Tuz streszine maruz kalma sdresi (ganler) Tuz stresine maruz kalma siresi (glnler)

Sekil 3.13. 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz birakilan
Plantago maritima (A) ve Plantago media’min (B) CAT aktivitesinde (Unite
mg' protein) gozlenen degisimler. Siitunlar iizerindeki ayni harfler ayni tiir
icinde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir
(P<0,05). Siitunlardaki hata c¢ubuklar1 ortalama + standart hatayr (S.E.)

gostermektedir (n=6).

100 mM NaCl P. media 'min CAT aktivitesini 7. giinde %27, 14.
giinde ise %96 oraninda azaltmistir. Benzer sekilde 200 mM NaCl
uygulamasi ise 7. gilnde CAT aktivitesini %86, 14. giinde ise %78 oraninda

azaltmistir.
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3.5.3 Askorbat Peroksidaz Aktivite (APX) Sonuclari

APX aktivitesine ait spektrofotometrik sonuglar Sekil 3.14’de
verilmigtir. 100 mM NaCl, P. maritima yapraklarindaki APX aktivitesini
etkilememistir. Ancak P. media ’'nmin  APX aktivitesi ayn1 tuz
konsantrasyonunda 7. giinde %14 oraninda artmis 14. giinde %33 azalmigstir.
200mM NaCl ise 7. giinde P. maritima’nin APX aktivitesini kontrol grubuna

gore %37 oraninda arttirrken P. media nin aktivitesini degistirmemistir.

(A) [ mControl @100mM @ 200mM B} [WCortrol_@100mM_& 200mh |
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s E % E
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52 02- EE 02
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0- 0 - T
0 7 14 L 7
Tuz stresine maruz kalma siresi (ginler) Tuz stresine maruz kalima suresi (ginler)

Sekil 3.14: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) APX
aktivitesinde (Unite mg" protein) gdzlenen degisimler. Siitunlar iizerindeki
ayni harfler aym tiir i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri
gostermektedir (P<0,05). Siitunlardaki hata cubuklari ortalama # standart
hatayi (S.E.) gostermektedir (n=6).

Tuz stresi, P. maritima’nin aktivitesinde olumsuz bir degisime neden
olmazken P. media’nin aktivitesi 14. giinde her iki tuz konsantrasyonunda da

yaklasik %34 oraninda azalmistir.
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3.5.4 Peroksidaz (POX)AKktivite Sonuglar:

POX aktivitesine ait spektrofotometrik sonuglar Sekil 3.15°de
verilmistir. P. maritima ve P. media 'nin normal kosullar altinda biiyiiyen
kontrol gruplarinin POX aktiviteleri karsilastinldiginda P. maritima’ nin
temel POX aktivitesinin P. media ’dan yaklasik 1.7 kat daha fazla oldugu
saptanmugstir. 7 giin boyunca hem 100 hem de 200 mM NaCl stresine maruz
kalan P. maritima’nin POX aktivitesinde %25 artis gozlenmistir. Buna
karsilik P. media *'nin POX aktivitesi sadece 200 mM NaCl’de %46 artmistir.
Bunun aksine 100 mM NaCl stresinin P. media’nin POX aktivitesi lizerine
olumsuz bir etkisi saptanmamistir. Stres uygulamasinin 14. giiniinde ise P.
maritima’nin POX aktivitesi kontrol grubuna gore degismemistir. Ancak P.
media nin POX aktivitesi tuz stresi artisina bagl olarak sirasiyla %28 ve

%350 oraninda artmustir.

() | mCortrol  F100mM £ 200mM | (B Wortrol  @100mM @ 200m

FPerak zidaz
(Unite md* protein)
Ferok sidaz
(Onite md?! proteim

Tuz stresine maruz kalma sresi (glnler) Tuz stresine maruz kalma siresi (glnler)

Sekil 3.15: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) POX
aktivitesinde (Unite mg" protein) gdzlenen degisimler. Siitunlar iizerindeki

ayni harfler aym tiir i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri
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gostermektedir (P<0,05). Siitunlardaki hata cubuklari ortalama # standart
hatayi (S.E.) gostermektedir (n=6).

POX izozimlerinin elektroforetik ayrimi ve izozimlerin profilleri
Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°da gosterilmistir. Elektroforetik ayrim sonucu P.
maritima’da bes, P. media ’da ise sadece iki farklh POX izozimi
tanimlanmaistir.

POX1 ve POX2 izozimleri heriki tiirde de tamimlanmistir. Fakat
POX3, 4 ve 5 izozimleri sadece P. maritima’da gozlenmistir. Stres
uygulamasinin 7. giiniinde heriki tiiriin kontrol ve stres gruplar
karsilastinlldiginda  P. maritima’daki POX1 ve POX2 izozimlerinin
yogunluklarinin P. media ‘ninkinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. 7
giin tuz stresine maruz kalan P. maritima’nin  POX izozimlerinin
yogunluklar tuz stresindeki artisa bagl olarak artmistir. Tuz uygulamasinin
7. giiniindeki bu sonuglar P. maritima’daki total POX aktivitesindeki artisin
nedenini agiklamaktadir. Buna ek olarak tuz stresi uygulamasinin 7. giiniinde
P. media yapraklarindaki POX1 ve POX2 izozimlerinin yogunluklarinin tuz

stresindeki artisa bagli olarak arttig1 saptanmistir (Sekil 3.16).
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POXS

POX4

POX1 POX1
POX2 POX2
POX3

Sekil 3.16: 7 giin siiresince 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) POX
izozimlerinde meydana gelen aktivite degisimleri. Jele 20ug’lik protein
iceren Ornekler pipetlenmistir.1: P.maritima-Kontrol grup, 2: P.maritima —
100mM NaCl’e maruz birakilmis grup, 3: P.maritima — 200mM NaCl’ye
maruz birakilmis grup, 4: P.media-Kontrol grup, 5: P.media-100mM NaCl’e
maruz birakilmis grup, 6. P.media-200mM NaCl’ye maruz birakilmis grup
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Sekil 3.17: 7 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz birakilan

Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) POX izozim profilleri.

Stresin 14. giiniinde her iki Plantago tiiriinde toplam 3 farkli izoenzim
(POX1, POX5 ve POX3) tamimlanmistir. Bu izozimlerden POXS5, her iki
tirde de ortaktir. POX3 izoenzimi sadece P. maritima’da, POX5 izoenzimi
ise sadece P. media’da tanimlanmustir (Sekil 3.18 ve 3.19). Tiim izozimlerin
yogunlugu her iki tiirde de tuz konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
artmistir. Ancak tuz uygulamasinin 7. giiniinde gozlenen POX2 ve POX4

izozimlerine tuz uygulamasinin 14. giiniinde rastlanmamaistir.
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POX3 =—>

Sekil 3.18: 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) POX
izozimlerinde meydana gelen aktivite degisimleri. Jele 20ug’lik protein
iceren Ornekler pipetlenmistir.1: P.maritima-Kontrol grup, 2: P.maritima —
100mM NaCl’e maruz birakilmis grup, 3: P.maritima — 200mM NaCl’e
maruz birakilmis grup, 4: P.media-Kontrol grup, 5: P.media-100mM NaCl’e
maruz birakilmis grup, 6. P.media-200mM NaCl’e maruz birakilmis grup
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Sekil 3.19: 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz

birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) POX

izozimlerinin profilleri.

3.5.5 Glutasyon Rediiktaz (GR) Aktivite Sonuclari
GR aktivitesine ait

spektrofotometrik sonucglar Sekil 3.20°de

verilmistir. P. maritima ve P. media 'nin normal kosullar altinda biiyliyen

kontrol gruplarinin GR aktiviteleri karsilagtirildiginda P. media 'nin temel

GR aktivitesinin P. maritima’dan yaklasik 3.8 kat daha fazla oldugu tesbit

edilmistir.
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Sekil 3.20: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) GR aktivitesinde
(Unite mg"' protein) gdzlenen degisimler. Siitunlar iizerindeki aym harfler
ayni tiir icinde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir
(P<0,05). Siitunlardaki hata c¢ubuklar1 ortalama + standart hatayr (S.E.)

gostermektedir (n=6).

7 gin boyunca uygulanan 100 mM NaCl P. maritima’nin GR
aktivitesini degistirmemistir. Fakat P. media min GR aktivitesini %50
azaltmistir. 200 mM NaCl ise P. maritima’da aktivitesi %50 oraninda
arttirirken P. media *da ayn1 oranda azaltmustir.

Stres uygulamasinin 14. giiniinde her iki tuz konsantrasyonu, P.
maritima’nin GR aktivitesini kontrol grubuna gore 2 kat arttirmakla birlikte

P. media *nin GR aktivitesi 100 mM’da %23, 200 mM’da ise %41 azalmistir.

3.6 Lipit Peroksidasyonu
Lipit membranlarin peroksidasyon diizeyi malondialdehit (MDA)

icerigine bakilarak tesbit edilmistir ve sekil 3.21° de gosterilmistir. 7 giin
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boyunca 100 mM tuz stresi altindaki P. maritima’nin lipid peroksidasyon
diizeyinde herhangi bir degisim gbzlenmezken P. media ’da oksidatif stresin
bir gostergesi olan MDA seviyesi 5 kat artmistir. 200 mM NaCl ise P. media
‘nin lipid peroksidasyon seviyesini kontrol grubuna gore 8.5 kat artmustir.
Buna karsilik 200 mM tuz stresi 7 giinde P. maritima’nin lipid peroksidasyon
artisin1  engelleyerek kontrol grubundan bile daha diisiik bir seviyede
tutmustur.

100 ve 200 mM tuz stresi uygulamasinin 14.giiniinde P. media 'nin
MDA seviyesi kontrol grubuna gore 3.71 kat artmistir. Ancak kontrol
grubuyla karsilastinnldiginda P. maritima’ nin lipid peroksidasyon seviyesinde

herhangi bir degisim saptanmamustir.

(d) [ WCortrol m100mM @ 200mM | (B) [ mCortrol  @100mM B 200mM
a0 - 20 -
= [=]]
=] 10 A a =] =]
I ¥ % o
2 / ?% :
N 4 W
0 7 14
Tuz stresine maruz kalma siresi (ginler) Tuz stresine maruz kalma siresi (gnler)

Sekil 3.21: 7 ve 14 giin siireyle 100 ve 200 mM tuz stresine maruz
birakilan Plantago maritima (A) ve Plantago media’nin (B) malondialdehit
miktrinda (nmol g YA) meydana gelen degisimler. Siitunlar iizerindeki ayni
harfler aym tiir icinde istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri
gostermektedir (P<0,05). Siitunlardaki hata cubuklari ortalama # standart
hatayi (S.E.) gostermektedir (n=6).
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4. TARTISMA

Halofitlerin biiyiik ¢ogunlugunun biiyiimesi genellikle tuz stresindeki
artisla (50-250 mM NaCl) artar (Flowers et al., 1986; Khan et al., 2000).
Buna karsin 100 mM NaCl, bizim calismamizda P. maritima’nin govde
biiylimesini (govde uzunluk, yas agirlik ve kuru agirlik) tuz uygulamasinin 7.
giiniinde arttiric1 bir etki yapmamistir. Hatta 200 mM NaCl, hem 7. hem 14.
giinlerde, P. maritima’nin gévde uzunlugunda azalmaya neden olmustur. Bu
sonuglar tuz stresinin P. maritima ve Plantago crassifolia’nin govde
biiylimelerinde azalmaya neden oldugunu bulan Flanagan ve Jefferies (1988)
ve Vicente et al. (2004)’in sonuclariyla uyumludur. Ayrica yine bizim
bulgularimiza paralel olarak Flanagan ve Jefferies (1988) P. maritima’ nin
govde biiylimesinin tuz stresi altinda azalmasina kargin 200 mM NaCl’lik bir
ortam tuzlulugunda bu bitkinin yasam dongiisiinii tamamlayabildigini rapor

etmislerdir.

Diger yandan P. media’nin biiylimesi ortam tuzlulugundan P.
maritima’ya gore, daha olumsuz etkilenmistir. Benzer sekilde Hernandez et
al. (1999) ve Bandeoglu et al. (2004), tuz stresi altinda tuza toleransh tiirlere
gore tuza-duyarli bezelye ve mercimek bitkilerinin biiylimesinin, daha ¢ok

azaldiginmi1 bulmuslardir.

Govde uzunlugu iizerine elde edilen sonuglara paralel olarak; tuz
uygulamasinin 7. giiniinde 100 mM NaCl P. maritima’nin yas ve kuru
agirligim etkilemezken 200 mM NaCl’nin azaltmasi, Flanagan ve Jefferies
(1988)’in bulgulariyla uygunluk gostermektedir. Benzer sekilde, Vincente et
al. (2004) 100 mM NaCl’nin Plantago crassifolia’nin yas ve kuru agirliginda

herhangi bir degisime neden olmadigim1 gozlemlemislerdir. Diger yandan,
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deneme siiresince tuz stresi, P. media’nin govde yas ve kuru agirliginda
azalmaya yol acmustir. Hernandez et al.’(1999)’da tuz stresinin tuza duyarl
bezelye bitkilerinin kuru ve yas agirhiginda azalmaya neden oldugunu

bulmuslardir.

Tuz stresi, tuza-duyarli P. media’da yalmzca govde biiylimesinde
degil yaprak yiizey alaninda da azalmaya neden olmustur (Sekil 1). Bu sonug,
Munns ve Termaat (2008) tarafindan da ileri siiriildiigii gibi, kok
cevresindeki tuzun yarattifi ozmotik etkiye baglanabilir. Stres altinda yaprak
bliylimesini ya da govde gelisimini azaltan mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Ancak yaprak biiylimesindeki azalma, hormonlar ya da
onlarin habercisi olan uzun mesafe sinyalleriyle diizenlenmektedir (Munns ve
Termaat, 2008). Ciinkii yaprak biiyiime oraninin azalmasi, karbonhidrat
temininden (Munns et al., 2000) yada hiicre i¢indeki su durumundan (Fricke

and Peters, 2002; Munns et al., 2000) bagimsiz bir olaydir.

Tuz stresi P. maritima ve P. media kok biiyiimesini de (uzunluk, yas
agirlik, kuru agirlik) olumsuz etkilemistir. Diger caligmalarda da bezelye’de,
guava’da (Psidium guajava L.) ve yesil biberde tuz stresinin etkisiyle kok
biiytimesinin engellendigi rapor edilmistir (Hernandez et al. 1995; Ali Dinar
et al., 1999; Chartzoulakis and Klapaki, 2000). Tuz stresinin kisa siireli etkisi,
Plantago tiirlerinin koklerinden ¢ok govdelerinde goriilmiistiir. Bu etkinin
NaCl’'nin iyonik etkisinden c¢ok, ozmotik etkisinden kaynaklandig:
distiniilmektedir. Bu tiir bir etki pek cok arastirici tarafindan Hordeum
vulgare (arpa) ve Cynodon ¢imeni gibi bitkilerde de gosterilmistir (Greenway
and Munns, 1980; Delane et al., 1982; Dudeck et al., 1983). Ayrica bu

yondeki bulgularimiz, kok biiyiimesinin tuz stresinden govde biiylimesine
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gore daha az etkilendigini gozlemleyen Munns ve Tester (2008)’1n

sonuglartyla uygunluk gostermektedir.

Genel olarak uzun siireli stres kosullarinda her iki Plantago tiiriiniin kok
ve govde uzunluklarinda azalma saptanmistir. P. maritima bu yonden daha az
etkilenmistir. Dolayisiyla dogal yasama ortamimin P. maritima’ya
kazandirdig1 Ozelliklerin tuz stresine direnme Kkapasitesini de arttirdigi

sOylenebilir.

Tuz ve kuraklik stresine gosterilen tepkilerden bir digeri yaprak su
iceriginde meydana gelen azalmadir. Bu, ‘su potansiyelindeki azalma’
olarakta ifade edilmektedir. Calismamizda P. maritima’nin yaprak bagil su
icerigi (RWC), tuz stresinden pek fazla etkilenmemistir. Fakat P. media’nin
yaprak bagil su icerigi, stres siiresi ve konsantrasyonundaki artigla ters
orantili olarak azalmistir. Bu durum, tuz stresi sirasinda hiicre i¢indeki
kimyasal aktivitenin azalmasinin 6nce hiicre turgorunda, sonra da biiylimede
azalmaya neden oldugunu bulan Serrano et al. (1999)un calismasi ile
aciklanabilir. Bu yondeki bulgularimiz aym1 zamanda tuz stresi altinda P.
media’nin biliylimesinde kaydedilen azalmayr da acgiklamaktadir. Bitkiler su
potansiyelindeki diisme ve buna neden olan streslere karsi su alinimi ve
kaybini1 degistirerek direng gosterirler. Diisiik su potansiyelinden kacinmak
icin bitkiler suda ¢oziinebilen c¢esitli bilesikleri biriktirirler (Verslues, 2006).
Calismamizda P. maritima tuz stresi altinda yaprak su icerigini, sitoplazmada
suyun yerine kolayca gecebilen sorbitol, mannitol, prolin gibi ozmolitleri
sentezleyerek korumus olabilir. Nitekim bu goriise uygun olarak Ahmad et al.
(1979), IJefferies et al. (1979), Nadwodnik and Lohaus (2008) P.
maritima’nin artan tuz konsantrasyonuna (0-400 mM NaCl) kars1 uyumlu

bilesiklerden biri olan sorbitol sentezini arttirdigin1 gézlemislerdir. Ayrica tuz
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stresi kosullarinda yalniz Plantago tiirlerinin degil baz1 bitkilerinde sorbitol

sentezini arttirdiklart bulunmustur (Lambers et al., 1981; Konigshofer,1983).

Calismamizda, tuzlulugun PSII aygiti iizerindeki etkisini aydinlatmak
icin Fv/Fm olarak ifade edilen klorofil floresans degeri ol¢iilmiistiir. Tuz
stresi P. maritima’da klorofil floresansimi etkilemezken, P. media da
azalmaya neden olmustur. Bu azalma tuz stresi altinda P. media’min PSII
aygitinda ciddi bir hasart isaret etmektedir. Tuza duyarh bitkiler olan alfalfa
(Khavarinejad and Charparzadeh, 1998) ve kanola (Qasim et al, 2003)nin

fotosentez veriminin stres altinda azaldig1 saptamistir.

Tuzlulugun bitkinin tiimii iizerindeki etkisinin anlagilmasindaki en
biiylik olciitlerden biri stoma acikligidir. Kokiin cevresindeki tuzlulugun
yaratig1 ozmotik etkiye bagli olarak stomanin tepkileri artar. Tuzluluk, stoma
iletkenligini 1) su iliskilerinin bozulmast 2) ABA’nin lokal olarak
sentezlenmesi nedeniyle hemen etkiler (Munns and Tester, 2008).
Dolayisiyla tuz stresinin fotosentezi sinirlamasinin 2 biiyiikk nedeni vardir.
Bunlardan ilki, stoma ilekenligindeki azalma digeri ise fotosentez icin
yapragin biyokimyasal kapasitesinin azalmasidir (Flanagan and Jefferies,
1988; Steduto et al., 2000; Meloni et al., 2003). Bu goriisleri destekler
nitelikte calismamizda P. media’nin tuz stresi altinda yalnmizca fotosentez
verimlililigini degil stoma iletkenliginin de azaldigini saptadik. Sonug olarak,
P. media’nin fotosentez veriminde gozlenen diisiis, PSII etkinligi ve stoma
iletkenligi araciligiyla disaridan alinan CO,  miktarindaki azalmayla

iliskilendirilebilir (Seeman and Critchley 1985).

Sekil 2.2°den de goriilebilecegi gibi P. media’nin yaprak alaninda, tuz

stresine bagli olarak azalma meydana gelmistir. Kuraklik ve tuz stresi
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altindaki yaprak alanindaki bu azalma, ozmotik stres altindaki bircok bitkide
su kaybini azaltan koruyucu bir mekanizma olarak tanimlanmaktadir (Blum,
1986; Save et al.,1994; Ruiz-Sanchez et al., 2000). Tuzluluga bagl olarak
total yaprak alanindaki azalma, yaprak turgorundaki diisiise baglanabilir. Bu
durum, hiicre duvar oOzellikleri ve ya fotosentezdeki diisiis hiziyla
degismektedir (Franco et al., 1997). Calismamizda P. media’nin fotosentez
veriminin azalma nedenlerinden bir digeri yaprak alaninin ve buna bagh
birim alana diisen kloroplast sayisindaki azalma olabilir. Bu tiir iliski, Munns
ve Tester (2008)’in caligma sonuclarinda da rapor edilmistir. Diger yandan,
tuz stresi P. maritima’nin klorofil floresans degerini etkilemezken stoma
iletkenliginde azalmaya neden olmustur. Bu bulgular, halofitlerin yiiksek
tuzluluk kosullarinda stoma iletkenliklerinin azaldigin1 gozlemleyen Farquar
et al. (1982) ve Guy and Reid (1986)’in sonuglarin1 desteklemektedir. Tuz
stresine bagl olarak P. maritima’da klorofil floresansinin degismemesi de
Sharma ve Hall (1991)’in arpa ve sorghumda elde ettikleri sonuglara
benzerlik gostermektedir. P. media’nin aksine, tuz stresi altinda P.
maritima’nin yapraklarinda herhangi bir semptomun goriilmemesi ise, Leigh
and Storey (1993) ve Rodruguez et al. (2005)’un arpa ve Asteriscus
maritimus iizerine elde ettikleri bulgularla benzerlik gostermektedir. Sozii
edilen caligmalarda, bu durum, tuza-direngli bitkilerde tuzun hiicre i¢indeki

etkili bir sekilde bolmelendirilmesiyle agiklanmaktadir.

Tuz stresinin neden oldugu hiicrenin herhangi bir organelindeki ROS
(reaktif oksijen tiirleri)’larin iretimi ve antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin bozulmasi hiicrenin zarar gérmesine neden olan oksidatif
stresle sonuglanir (Mittler, 2002; Scandalios, 2002; Ashraf, 2008). Bitki

tiirlerinin ya da bir bitki tiiriine ait kiiltivarlarin tuzluluga duyarlilik ya da
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direnglerinin bu bitkilerin antioksidan yanitlartyla yakindan iliskili oldugu
ortaya konmustur. SOD, CAT, POX, APX ve GR gibi antioksidan enzimlerin
aktiviteleri ile baz1 metabolitlerin tuz stresi kosullarinda arttifi (Hernandez et
al., 1993, 1995) ve duyarlilara gore direncli tiirlerde daha yiiksek aktivite
rapor edilmistir (Shalata et al., 2001; Bor et al., 2003; Vaidyanathan et al.,
2003; Demiral et al., 2004, 2005; Yazic1 et al., 2007; Sairam et al., 2005;
Neto et al., 2006; Khan and Panda, 2008). Antioksidan savunma sisteminin

bilesenleri ¢esitli hiicresel bolmelerde bulunabilir (Jimenez et al., 1997).

Siiperoksit dismutaz, ilk olarak McCord and Fridovich (1969)
tarafindan kesfedilmistir. Bu enzim ROS’lara karsi hiicresel savunma
mekanizmalarinda anahtar bir rol oynar. SOD, siiperoksit radikallerinin,
molekiiler oksijene ve hidrojen peroksite parcalanmasini katalize eder
(Scandalios, 1993). Calismamizda SOD aktivitesi, tuz stresinin uygulama
siiresine ve konsantrasyonundaki artisa baglh olarak P. maritima’da artmis, P.
media’da ise azalmistir. Bu bulgular, tuza toleranshi genotipin siiperoksit
radikallerini siipirme yeteneklerinin daha fazla oldugunu gostermektedir.
Benzer sonuglar tuza toleransli bezelye, yabani pancar, misir ve domateste de
elde edilmistir (Hernandez et al., 2000; Bor et al., 2003; Azevedo Neto et al,.
2005; Koca et al., 2006).

Tuz stresi altindaki P. maritima’nin yapraklarindaki SOD
aktivisindeki  belirgin artig, spesifik izoenzimlerin gecici olarak
diizenlenmesiyle ve yeni izozimlerin olusumundaki artigla iliskilendirilmistir.
Enzimlerin  ¢oklu  izoformlarinin  kullanimi,  bitkilerde  hiicresel
metabolizmanin ilk denetleme noktalarindan biridir ( Sen-Dupts et al., 1993;
Alscher et al., 2002). Okaryotik hiicrelerde 3 temel SOD izoformu bulunur.
Bu izoformlardan Mn-SOD mitokondri ve peroksizomlarda; Cu/Zn-SOD
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kloroplast, sitoplazma ve hiicredist bosluklarda; Fe-SOD izozimi ise
plastidlerde yerlesmistir. Tuz stresine maruz kalan bitkilerde 6zellikle Mn- ve
Cu/Zn SOD aktivitelerinin ve hidrojen peroksit seviyelerinin arttigi
goriilmiistiir. Cu/Zn- ve Mn-SOD hemen hemen biitiin bitkilerde bulunurken
Fe-SOD i¢in bu sdylenemez (Bowler et al., 1991; Foyer and Mullineaux
1994). Fe-SOD izoziminin diizeyindeki artis, her zaman oksidatif bir stres
uygulamasinin bir sonucu olmayabilir. Dolayisiyla stres uygulamasindan
sonra enzim aktivitesi ve Fe-SOD arasinda iligki olmayabilir (Ertiirk et al.,
2002). Ancak stroma zartyla iligkili olmas1 bu bolgede olusan siiperoksit
radikallerinin siipiiriilmesine olanak saglamaktadir. Donahue et al. (1997)
bezelye yapraklarinda oksidatif strese yanit olarak Cu/Zn SOD aktivitesinde
herhangi bir artis gozlememis, ancak oksidatif strese direng ile yiiksek
mRNA seviyesi arasinda bir iliski elde etmistir. Diger yandan Perez-Lopez
ve ark. (2009) tuza direngli arpa kiiltivarinin tuz stresine karsi total SOD
aktivitesinin arttigin1 ve bu artisin nedeninin Cu/Zn-SODI1 aktivitesindeki
artis oldugunu bulmustur. Yiiksek yapili bitkilerin peroksizom ve mitokondri
gibi organellerindeki Mn-SOD ‘un yiiksek diizeydeki ekspresyonu oksidatif
stres ile iliskilendirilmektedir (Gomez et al. 1999). Badawi et al. (2004)
transgenik tiitiin bitkilerinin kloroplastlarindaki Cu/Zn-SOD’un; tuz, kuraklik
streslerine karsi fotosentetik performansi korudugunu bulmustur. Ayrica ayni
calismada, Cu/Zn-SOD, oksidatif strese karst bitki korunmasinda reaktif
oksijen tiirlerinin ilk siipiiriiciisii olarak kabul edilmistir. Cu/Zn SOD’lar,
siiperoksit radikallerini siipiirerek fotosentez hizimi arttirip oksidatif stresi
azaltmay1 bilmektedirler. Benzer sekilde, paraquat (Perl et al., 1993) ve ozon
(Camp et al. 1994) gibi cevresel stresler tarafindan iiretilen ROS’lara karsi
gosterilen tolerans, SOD’un yiiksek ekspresyonuyla iliskilendirilmistir. Yu ve

Rengel (1999), 100 mM tuz stresine maruz birakilan liipen bitkisinde SOD
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akivitesinin degismedigini, ancak Cu/Zn-SOD aktivitesinde artis oldugunu
rapor etmistir. Uzun ve kisa siireli tuz stresi, farkli bitki tiirlerine bagh olarak
toplam SOD ve izoenzimlerinin aktivitelerini degistirebilir. Ornegin bezelye
70mM NaCl stresine maruz kaldiginda SOD aktivitesinde herhangi bir
degisiklik goriillmezken 110-160 mM NaCl hem total hem de Cu/Zn SOD
aktivitesini arttirmistir (Hernandez et.al., 1999). Gapinska et al. (2008) hem
uzun hem de kisa siireli tuz stresi altinda domates bitkisinde toplam SOD ve

Cu/Zn-SOD aktivitesinin artisini rapor etmistir.

Calismamizda tuz uygulamasinin 7. ve 14. giiniinde iki farkli tiirde
farkli izoenzimler tanimlanmistir. Omegin SOD1 izozimi, tuz stresinin 7.
giiniinde her iki Plantago tiiriinde ortaktir. SOD2, 3 ve 4 izozimleri yalniz P.
maritima, SOD5 ve SODG6 izozimleri ise yalniz P. media’da gozlenmistir.
Tuz stresinin 14. giiniinde ise 7. giindeki baz1 izoenzimler (SOD2, 3, 4 gibi)
tanimlanamamugstir. Ayrica tuz stresinin hem 7. hem 14. giiniinde P.
maritima’da SOD1 izoziminin yogunlugunun, P. media’ninkinden her zaman
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Calismamizda, SOD izozimleri lizerinde
inhibitor calismasi yapilmadigindan izozimlerin tipleri belirlenmemistir.
Ancak yukarida verilen literatiirler 1s18inda; tuz stresinin P. media’nin
fotosentez verimi iizerindeki olumsuz etkisi, tuz stresiyle aktiviteleri azalan
SOD1, SOD2, SOD4, ve SODS5 izozimlerinin Cu/Zn-SOD olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Tuz uygulamasinin;

1) 7. giinlinde P. media’nin yapraklarindaki SOD5 ve SOD6
izozimlerinin tuz stresindeki artisa bagl olarak azalmasi

2) 14. giinde 100 mM NaCl stresinde heriki tiirde de yeni bir
1zozimin ortaya ¢ikmasi (SODO6)

3) SOD 7 izoziminin 7 giin siiresince tuz stresine maruz kalan P.
media’da gozlenmezken 14. giinde belirmis olmasi Plantago’da SOD
izoformlarinin aktivitelerinin tuz stresinin uygulama siiresinden etkilendigini
gostermektedir. Bu veriler, daha 6nce Phaseolus vulgaris, Oryza sativa ve
bugday gibi bitkilerde de SOD izoformlarindaki tuz stresine bagh
degisimlerin rapor edildigi ¢alismalar1 da desteklemektedir (Fadzilla et al.,
1997; Tejera et al., 2004; Sairam et al., 2005).

Bitkiler, SOD aktivitesi ya da fotorespirasyonla olusan H,O,’yi su ve
oksijene doniistiirerek zararsiz hale getiren iki biiyiik enzimatik yola sahiptir.
Bu yollardan birini katalaz (CAT), digerini ise askorbat peroksidaz (APX)
enzimi yiiriitmektedir. Katalaz ve askorbat peroksidaz, aktif oksijen tiirlerine
kars1 gelistirilmis ikinci savunma bariyerleridir. Katalazin ROS’lan etkisiz
hale getirmesinin yanisira SAR (sistemik olarak kazanilmis direng) gibi
hidrojen peroksitin sinyal olarak kullanildigi sinyal iletim yolunda da rol
aldig1 bilinmektedir. (Jones, 1994; Willekens et al., 1997). Calismamizda 100
mM NaCl, deneme siiresince tuza diren¢li P. maritima’da CAT ve APOX
aktivitesini etkilemezken 200 mM NaCl, CAT’1n aktivitesini hem 7. hem de
14. giinde, APX aktivitesini ise yalnizca 7. giinde arttirmistir. Buna karsilik
P. media’nin yapraklarindaki CAT aktivitesi, tuz stresinin uygulama siire ve
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak azalmistir. APX aktivitesi ise 7.
giinde 200 mM NaCl stresiyle azalmis, ancak 14. giinde kontrol grubuna gore

farklilik gostermemistir. Dolayisiyla tuz stresinin 7. giiniinde her iki enzimin
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aktivitesinin  birlikte artmasi, P. maritima’da hidrojen  peroksit
detoksifikasyonunda CAT ve APX enzimlerinin esit 6l¢iide 6nemli oldugunu
gostermektedir. Benzer sonuglar, tuza toleransli domates (Shalat and Tal,
1998), seker pancar1 (Bor et al., 2003), ¢eltik (Demiral and Tiirkan, 2005)
bezelye (Hernandez et al., 2000) ve arpada (Perez ve Lopez, 2009) da elde
edilmistir. Tuz stresi uygulama siiresinin artmasiyla (14. giin) P. maritima’da
APX akivitesinin degismezken CAT aktivitesinin artmasi, hidrojen peroksit
siipiiriiciiliigiindeki bu ortaklifn bozmustur. Dolayisiyla CAT enzimi, tuz
uygulamasinin 14. giiniinde hidrojen peroksitin siipiiriillmesinde daha etkili
olmustur. Diger yandan tuza duyarli P. media’da tuz stresine baglhi CAT
aktivitesinde azalma gozlenmistir. Bu bulgular, Lee et al. (2001)’nin celtik,
Parida et al.(2004)’1n mangrov ve Amor et al. (2006)’un Cakile maritima
tizerinde yaptiklar1 caligmalarin sonuclarin1 desteklemektedir. Tuz stresi
altinda P. media’da CAT ve APX aktivitesinin diismesi, hiicre iginde
hidrojen peroksit miktarinda artisa neden olur. Hiicre icinde yiiksek
miktardaki hidrojen peroksitin yiiksek miktar1 hidroksil radikali gibi 6liimciil
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olur (Dat et al., 2000). Oksidatif
hasarin bir belirteci olan lipid peroksidasyonunun P. media’da fazla olusu
hiicre icindeki hidrojen peroksit miktarinin toksik diizeye ulastigini

gostermektedir.

Peroksidazlar, bitkilerde sadece H,O, radikallerinin siipiiriillmesinde
degil biiylime, gelisme, lignin ve suberin olusumu gibi yollarda da rol
oynarlar (Dionisio-Sese and Tobita, 1998). Stres altindaki tuza toleransh
bitkilerin POX enziminin aktivitesini arttirdiklar1 bilinmektedir (Bor et al.
2003; Meloni et al. 2003). Benzer sekilde ¢alismamizda P. maritima’da da

POX aktivitesi tuz uygulamasinin 7. giiniinde artmistir. Ancak tuz
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uygulamasinin 14. giiniinde aktiviteleri kontrol grubuna gore degismemistir.
P. media ‘da ise en yiiksek tuz konsatrasyonunda POX aktivitesi énemli bir
artis gostermistir. Heriki tiirdeki bu artis karsilastirildiginda en yiiksek
aktivitenin P. maritima’da oldugu goriilmektedir. Benzer sonuclar tuz
stresine maruz birakilan domates (Shalata and Tal, 1998), celtik (Dionisio-
Sese and Tobita, 1998) ve Colocasia esculent (Chang et al., 1984)’te de elde
edilmistir. Peroksidaz izoenzimlerinin de tuz toleransinda 6nemli bir yeri
oldugu bilinmektedir (Hath et al, 1968; Screenivasulu et al., 1999).
Calismamizda tuz stresinin 7. giiniinde heriki tirde POX1 ve POX2
izoenzimlerine rastlanirken, POX3, POX4 ve POX 5 izozimleri sadece P.
maritima’da tammlanmustir. P. maritima’da POX1 ve POX 2 izoenzimlerinin
yogunluklar1 tuz stresine bagli olarak, P. media’ninkinden daha fazla
artmistir. Tuz uygulamasinin 7. giiniin 6lciilen bu degerler, P. maritima’da
total POX aktivitesindeki artisin nedenini aciklamaktadir. Bu bulgular
Grosser et al. (1994), Sudhakar et al. (2001), Lin ve Kao et al. (2002) nin tuz
stresi altinda sirasiyla pamuk, marul ve celtik ile yaptiklar1 ¢alisma sonuglari
da desteklemektedir. Tuz stresinin 7. giiniindeki total POX aktivitesindeki
artis, Mittal ve Dubey (1991) tarafindan rapor edileninin aksine, yeni
izoenzimlerin sentezlenmesinden ¢ok, varolan izoenzimlerin aktivitesinin

artmasi sonucu meydana gelmistir.

Tuz stresinin 14. giiniinde, 7. giinde gozlenen bazi POX izozimleri
tanimlanamamustir. Dolayisiyla POX izozimlerinin aktivitesi tuzlulugun
uygulanma siiresine bagli olarak degisiklik gostermistir. P. maritima’da
toplam POX aktivitesi degismezken P. media’da artmistir. Ancak bu artisin
nedeni, hidrojen peroksitin neden oldugu oksidatif strese karsi bitkileri

korumak degil lignin olusumunu arttirmak olabilir. Bunun aksine, neden
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oldugu lignin olusumundaki artisa bagl olarak hiicre uzamasindaki azalma
tuz hasarmin tipik belirtisi olan biiylimenin baskilanmasina neden olmaktadir.
Cavalcanti et al. (2004)’nin tuz stresi altindaki Vigna unguiculata ile yaptigi

calismalarda benzer bulgular elde edilmistir.

Askorbat-glutatyon dongiisiiniin son enzimi olan glutasyon rediiktaz
(GR) okside edilmis glutatyonun NADPH’a bagli indirgenmesini katalizler.
GR, bircok bitkiyi oksidatif stresten koruyan onemli bir enzimdir (Foyer
1991). Calismamizda tuz uygulamasinin 7. giiniinde 100 mM NaCl stresi, P.
maritima’da GR aktivitesini etkilememistir. Ancak diger uygulamalarin tiimii
P. maritima’da GR aktivitesinde ©Onemli artislara neden olmustur. P.
maritima’nin aksine, P. media ‘nin GR aktivitesi ise tuz stresi altinda
azalmistir. GR aktivitesindeki bu azalis, P. media’nin tuz stresine
duyarhiligim arttiran degiskenlerden biri olabilir. kars1 daha hassas olmasina
neden olmus olabilir. Tuz stresine tepki olarak P. maritima’da GR
aktivitesindeki artis, NADP'/NADPH oramim artirmis ve bdylece
fotosentezde elektron tasinim zincirinden gelen elektronlar1 yakalayacak
yeterli miktarda NADP*saglamis olabilir (Jung, 2004). Bunun sonucu,
elektronlarin oksijene akisiyla siiperoksit radikalinin {iretimi azalmakta ve
dolayisiyla Haber-Weiss reaksiyonuyla son derece reaktif olan ‘OH
radikallerinin olusumuna engel olabilmektedir. P. maritima’da zarlarin
perokside olmamasi P. media’da ise kontrole gore 3.5 kat artmasi, GR’nin P.
maritima’daki artisina, P. media’daki ise azalisina bagli olabilir. Tuz
stresinin Ozellikle 14. giiniinde P. maritima’da APX aktivitesinin korunmasi
ve GR aktivitesinde 6nemli bir artis olugmasi, Askorbat-glutatyon yolunu

kullanarak daha az oranda hidrojen peroksit biriktirmesine neden olmustur.
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Boylece P. maritima lipid membranlarin peroksidasyonunun azalmasiyla, tuz

stresi altinda olusan oksidatif hasardan korunmustur.

Lipid peroksidasyonu, hiicre diizeyinde tuz stresinin neden oldugu
hasarin bir gostergesidir (Hernandez and Almansa, 2002; Hernandez et al.,
2003, Elkahoui et al., 2005). Calismamizda P. maritima’nin yapraklarindaki
MDA miktar: tuzluluktan etkilenmezken P. media’nin yapraklarinda 6nemli
bir artis meydana gelmistir. P. maritima’nin MDA seviyesinde herhangi bir
degisikligin gozlenmemesi, tuz stresi altinda tuza toleranslh bitkilerin daha iyi
korundugunu gostermektedir. P. media yapraklarindaki tuza bagh daha fazla
oksidatif hasar olusumu antioksidan enzim sisteminin yeterince
uyarilmamasina baglanabilir. P. maritima ise tuz stresine karsi antioksidatif
sistemi daha etkili tepki vermistir. Calismamizda elde ettigimiz antioksidatif
sistem aktivitesi ile lipid peroksidasyon arasindaki iligkiye benzer sonuclar,
Shalata ve Tal (1998), Hernandez ve Almansa (2002) ve Azevedo-Neto et al.
(2005) tarafindan da rapor edilmistir.

Sonug olarak;

Calismamizda elde edilen sonuglara gore cesitli parametreler dikkate
alindiginda tuz stresinin P. maritima ve P. media tizerindeki etkileri, belirgin
farkliliklar gostermistir. P. maritima’nin P. media’ya gore tuz stresinden
daha az etkilenmistir. Tuz stresi altinda P. media’nin stoma iletkenliginin ve
buna bagli olarak fotosentez veriminin, SOD, CAT, APX ve GR gibi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri azalirken peroksidasyonun artis1 bu
bitkinin tuza diren¢ gostermesini onlemistir. Buna karsin tuz stresi altinda P.
maritima’nin yaprak bagil su icerigi, fotosentez verimliligi, POX ve APOX

aktiviteleri korunurken SOD, CAT ve GR aktivitelerinin artmas1 P. media’ya
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gore P. maritima’nin tuzluluk direncinin artmasina katkida bulunmustur. Bu
bulgular P. maritima’da stres altinda antioksidan enzim aktivitesinin
uyarilmasinin, bu bitkinin tuzluluga kars1 gostermis oldugu toleransta yer

aldiginm1 gostermektedir.

Dolayisiyla  ¢alismamizda  ortaya  konulan  bulgular  ve
degerlendirmelerle, P. maritima ve P. media’ nin nisbi tuz toleransinda

antioksidan enzim sisteminin rolii aydimlatilmigtir.
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