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OZET

Digsal H20O2 ve NO dondrleri ile inhibitdrlerinin uygulanmasinin tuz stresine maruz birakilan
iki patlican (Solanum melongena L.) genotipinde (tuza dayanikli; Mardin ve tuza duyarls;
Artvin) iyon dengesi, lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim aktiviteleri ile oksidatif-
nitrosatif mekanizma {izerine olas1 katilim1 ve tuz stresinin olumsuz etkilerini iyilestirebilme
potansiyelleri arastirilmistir. Bu amagla, dort-bes yaprakli doneme kadar Hoagland besin
¢ozeltisinde biiyiitillen fidelerin yapraklarina H202 ve NO donoérleri (H202, SNP) ile
inhibitorleri (DPI, cPTIO) 48 saat siiresince spreylenerek uygulanmis, sonrasinda 10 giin
boyunca 100 mM NaCl’e maruz birakilmistir. Tuz stresi ile azalan yaprak taze agirhigi,
klorofil ve K™ miktar1 H2O2 ve NO donérii SNP’nin ayr1 ayri ya da birlikte uygulamalari ile
artmistir. Tuz stresi ile artan MDA, H202, Na * miktarlar1 ve Na*/K* oran1 H202 ve NO
donoriit SNP’nin ayr1 ayr1 ya da birlikte uygulamalar ile azalmigtir. Distan uygulanan H20:
ve NO, antioksidan savunmayi harekete gecirerek, prolin miktarmi, SOD ve CAT
aktivitesini artirmigtir. H202 ve NO’in tekli uygulamalarina goreceli olarak birlikte
uygulanmasi, bitkilerde tuz toleransinda artisa neden olmustur. Veriler genel olarak
degerlendirildiginde, Mardin genotipine gore tuza duyarli olan Artvin genotipinin, distan
yapilan dondr ve inhibitrlerden daha fazla etkilendigi gortilmiistiir.
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ABSTRACT

In this study, we investigated the possible involvement of ionic balance, lipid peroxidation,
antioxidant enzyme activities and oxidative-nitrosative mechanism and potential to improve
the adverse effects of salt stress in the two genotypes (salt tolerant, Mardin and salt sensitive,
Artvin) of eggplant (Solanum melongena L.) by application of exogenous H20, and NO
donors and inhibitors then exposed to salt stress. For this purpose, H2O2 and NO donors
(H202, SNP) and inhibitors (DPI, cPTIO) were sprayed to the leaves of the seedlings for 2
days then exposed to 100 mM NacCl for 10 days. Leaf fresh weight, chlorophyll content and
K*amount were decreased with the salt application while they increased with H,O2 and SNP
application. Additionally, MDA, H202, Na* contents and Na*/K" ratio were increased with
salt stress application and decreased with the H.02 and SNP application. Exogenous H20:
and NO treatments increased the amount of proline, SOD and CAT activity by activating
antioxidant defense. It is believed that the co-application of H.O2 and NO provides better
salt tolerance than the single application. When the data are evaluated in general, it is seen
that the salt-sensitive Artvin genotype, which is compared to the Mardin genotype, is more
affected than the exogenously applied donor and inhibitors.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar
% Yiizde

g Gram

L, I Litre

ml Mililitre

mm Milimetre

ms Milisaniye

mg Miligram

ng Mikrogram

ng Nanogram

M Molar

mM Milimolar

M Mikromolar
pmol Mikromol

°C Santigrat derece
Kisaltmalar Aciklamalar
APX Askorbat peroksidaz
CAT Katalaz

H20:2 Hidrojen peroksit
HCI Hidroklorik asit
K Kontrol grubu
K* Potasyum iyonu
K.A. Kuru Agirlik
MDA Malondialdehit
Na* Sodyum iyonu

NacCl Sodyum klortir



Kisaltmalar

NaOH
NO
SOD
POD, POX
ROS
RNS
T

T.A.
TBA
TCA
uv

Xiii
Aciklamalar

Sodyum hidroksit

Nitrik oksit

Stiperoksit dismutaz
Peroksidaz

Reaktif Oksijen Ttirleri
Reaktif Nitrojen Tiirleri

100 mM NacCl uygulanan grup
Taze agirlik

Tiobiitirik asit

Trikloroasetik asit

Morotesi



1. GIRIS

Toprak tuzlulugu, tiim diinyada iiriin verimliligini sinirlandiran ve gida giivenligini tehdit
eden en Onemli g¢evresel faktorlerden biridir. 800 milyon hektardan fazla alanin tuzdan
etkilendigi tahmin edilmektedir ve bu miktar ekili alanlarin yaklagik %30'unun ve sulanan
alanlarin da %50’sine karsilik gelmektedir (Ahmad ve Prasad, 2012). Tarim bitkilerinin ¢gogu
tuza kars1 toleransli degildir. Bu durumun mahsul iiretimini, 6nemli bir sekilde tehdit ettigi
bilinmektedir (Bhatnagar-Mathur, Vadez ve Sharma, 2008). 2030 yilinda Tiirkiye dahil
olmak tizere Giiney Avrupa’y1 igine alan bolgenin oldukea sicak ve kurak bir iklimin etkisi
altina girecegi ve bu durumun bitkisel tiretimi olumsuz yonde etkileyecegi 6ngoriilmektedir

(Talhouni, S6nmez, Ellialtioglu ve Kusvuran, 2017).

Abiyotik stresler arasinda tuz stresi, bitkiye etki eden en siddetli ¢evresel faktorlerden biri
olup, normal hiicre biiylimesini ve bdliinmesini engelleyen ozmotik ve iyonik stresleri
uyarmaktadir (Munns ve Tester, 2008; Flowers ve Colmer, 2008). Tuz stresi ayn1 zamanda
hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarlarinda 6nemli artislara sebep olarak oksidatif
stresi de uyarmaktadir (Tanou, Molassiotis ve Diamantidis, 2009b; Ahmad, Jaleel, Salem,
Nabi ve Sharma, 2010; Ahmad ve Umar, 2011). Biitiin bu etkiler, membran hasari, besin
dengesizligi, enzimatik inhibisyon ve fotosentezi de i¢ine alan metabolik fonksiyon
bozukluguna neden olarak bitkinin 6liimiine neden olabilmektedir (Mahajan ve Tuteja, 2005;

Hasanuzzaman ve Fujita, 2012).

Bitkilerde tuza tolerans heniiz tam olarak agiklanabilmis degilse de bilinen tolerans
mekanizmalari; iyon dengesinin saglanmasi, denge olusturan uygun ozmotik bilesik
biyosentezi, toksik radikallerin siipiiriilmesini saglayan antioksidan biyosentezi ve
hiicrelerarasi yanit koordinasyonuna aracilik eden ve strese adaptasyonu saglayan sinyal
molekiilleri ile agiklanabilir (Hasegawa, Bressan, Zhu ve Bohnert, 2000). Tuz stresinin
toprakta ¢ozlimii oldukca pahali ve zaman gerektiren bir istir. Bu nedenle tuzluluk etkisi
altinda bitkinin 1slah edilerek verimin artirilmasina yonelik ¢aligmalarin yapilmasi daha
faydal1 olacaktir. Bu amagla, bitkiye disaridan uygulanan stresi iyilestirici veya stres azaltici

maddelerin ve hangi dozlarda, nasil uygulanacaginin belirlenmesi 6nemlidir.

Bu baglamda bitkiye disaridan uygulanan ozmo koruyucular (prolin, glisinebetain, trehaloz

vb.), bitki hormonlar1 (gibberellik asitler, jasmonik asitler, brassinosterioidler, salisilik asit,



vb.), antioksidanlar (askorbik asit, glutatyon, tokoferol vb.) gibi ekzojen koruyucular, sinyal
molekdilleri (nitrik oksit, hidrojen peroksit vb.), poliaminler (spermidin, spermin, putresin),
eser elementlerin (selenyum, silikon vb.) bitkilerde tuz kaynakli hasarin azaltilmasinda etkili
olarak verimin artirilabilecegi ¢esitli ¢alismalar ile gosterilmistir (Hoque ve digerleri, 2007;
Ahmad, Jaleel, Salem, Nabi ve Sharma, 2010; Ahmad ve Prasad, 2012; Azzedine,
Gherroucha ve Baka, 2011; Hasanuzzaman, Hossain ve Fujita, 2011a, 2011b; Hayat ve
Ahmad, 2011; Hossain ve digerleri, 2011; Poor ve digerleri, 2011; Nounjan, Nghia ve
Theerakulpisut, 2012; Rawia Eid, Taha ve Ibrahiem, 2011; Igbal, Masood ve Khan, 2012;
Tahir, Aziz, Farrooq ve Sarwar, 2012; Yusuf, Fariduddin, Varshney ve Ahmad, 2012).

Tiim bu bilgilere dayanarak stres altinda yetistirilen bitkilerde hizla miktar1 artan ROS
(reaktif oksijen tiirleri) ve RNS (reaktif nitrojen tiirleri) son yillarda arastiricilarin sinyal
molekiilii olma noktasinda dikkatini ¢ekmistir. Oksidatif ve nitrosatif sinyallerin biribirleri
arasindaki iliski de ayr1 bir ¢alisma konusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Son yillarda
bitkilerde varlig1 saptanan dnemli haberci molekiiller olan NO ve H203, pek ¢ok fizyolojik
ve biyokimyasal olayda rol oynadigi bilinmesine ragmen, etki mekanizmalar1 heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Yapilan literatiir incelemelerinde biyotik ve abiyotik stres
faktorleri ve bu bilesikler arasinda da bir iliskinin oldugu bilinmekle birlikte, tuz stresi ile
NO ve HyO; etkilesimi ile ilgili olarak literatiirde sinirl sayida kaynak mevcuttur (Uchida,
Jagendorf, Hibino ve Takabe, 2002; Tanou, Molassiotis ve Diamantidis, 2009a; Tanou ve
digerleri, 2009).

Bu tez ¢alismasinda tuza dayanikli (Mardin) ve duyarli (Artvin) patlican genotiplerine ait
fidelerde disaridan H2O2 ve NO dondrleri ve inhibitorleri uygulanarak 100 mM NaCl’e
maruz kalmis bitkilerde, H,O2 ve NO’nun iyon dengesi, antioksidan cevaplar tizerindeki
etkisi, oksidatif mekanizma tizerine olasi katilimi ve tuz stresinin olumsuz etkilerini

iyilestirilebilirligi arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Tuz Stresi ve Bitki

2.1.1. Tuz stresinin dogas1 ve mekanizmalari

Tuzluluk, diinya ¢apinda tarima en ¢ok zarar veren abiyotik stres faktorlerinden biri olup
kiiresel iklim degisikligi ile biiyiik dl¢iide artacagi ongoriilmektedir (da Silva, Fontes ve
Modolo, 2017; Reddy, Sanish ve lyengar, 1992). Diinyadaki arazilerin yaklagik %7'si
normalden ¢ok yiiksek tuz miktarina sahiptir ve ekili arazilerin yaklagik %20'si, sulanan
alanlarin da yaklasik %33"i tuzdan etkilenmis durumdadir (Kibria, Hossain, Murata ve
Hoque, 2017). Her gecen yil yaklasik iic hektar ekilebilir arazi, toprak tuzlulugundan
etkilenmektedir ve bu da tuzluluktan etkilenen bolgede yillik %10'luk bir artisa neden
olmaktadir (Shrivastava ve Kumar, 2015; Bose ve digerleri, 2017). Topraktaki en yaygin
coziinebilir tuzlar, sodyum kloriir (NaCl) ve sodyum siilfattir (Na;S04). Ayrica, toprakta
onemli miktarda kalsiyum siilfat (CaSOs), magnezyum siilfat (MgSOs4), potasyum nitrat
(KNO3) ve sodyum bikarbonat (NaHCO3) tuzlar1 bulunmakla beraber bu tuzlarin ¢ogu suda
tamamen ¢oziinmemektedir (Hasantizzaman, Nahar ve Fujita, 2013). Bitki kokleri toprakta
bulunan Na* ve CI iyonlar1 ve diger katyonlardan etkilenir. Bu iyonlarin miktarlar1 da
oldukca onemli olup, glikofitler icin 1-150 mM; halofitler i¢in 150 mM’dan daha fazla
oldugu bildirilmistir (Munns ve Tester, 2008). Bununla birlikte, bu iyonlarin alimi bitki
biliylime asamasina, genetik karakterlere ve sicaklik, nispi nem, 151k yogunlugu gibi ¢evresel
faktorlere baghdir. Fizyolojik olarak tuzluluk, bitkilerde spesifik iyon toksisitesi, ozmotik
stres ve oksidatif hasari igeren tuzlulugun ¢ok yonlii olumsuz etkilerinden dolayr bitki
biiylimesi ve gelisimi i¢in en sinirlayici faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (Munns,

James ve Lauchli, 2006; Bose ve digerleri, 2017).

Iyon toksisitesi, iyon dengesinin bozulmasina bagl olarak ortaya ¢ikmakta ve bitkide
beslenme bozukluklarina sebep olmaktadir. Bitki biiyiime ortaminda bulunan tuz, K*
alinimiyla rekabet halinde olan Na* miktarini1 artirmaktadir. Hiicrelerde Na™ miktar artikca,
hiicre digsina K* akig1 gerceklesmekte boylece K* sizintisi tetiklenerek sitozolde K* eksikligi
olusmaktadir (Chokshi, Pancha, Ghosh ve Mishra, 2017). Hiicre i¢ginde miktar1 artan Na®,

2+

hiicre zarindaki Ca“" 'nun da yerini alir. Sonug olarak, tuz stresi sirasinda Na® miktari,

hiicresel iyon dengesini, 6zellikle de K*/Na® oranini ortadan kaldirmaktadir (Rahman,



Nahar, Hasanuzzaman ve Fujita, 2016). Toprakta ya da herhangi bir bitki biiyiime ortaminda
yiiksek tuzluluk, dogrudan ozmotik potansiyeli azaltarak su alimini azaltilmasina dolayisiyla
hiicreden su ¢ikisina ve stomanin kapanmasina neden olur (Shabala ve Cuin, 2007; Chokshi,
Pancha, Ghosh ve Mishra, 2017; Rajput ve digerleri, 2017). Hem ozmotik stres hem de iyon
toksisitesi bitki fotosistemini engelleyerek asir1 miktarda ROS (102, 02", H20, ve OH")

iiretimine yol agmaktadir (Hasaniizzaman, Nahar ve Fujita, 2013).

Rahman, Miyake ve Takeoka (2016), piring bitkilerinde, tuzlulugun su kitligina ve kloroza
neden oldugunu ve sonugta bitki biiyiimesini azalttigin1 gézlemlemistir. Ayrica, tuz kaynakli
stresin neden oldugu hiicre i¢ine Na* akisi ve hiicre disina K* ¢ikisinin iyon dengesini
bozarak bitki i¢in gerekli olan farkli besinlerin alimini azalttigin1 bildirmislerdir. Pek ¢ok
bitkide tuz kaynakl oksidatif stres ile bliyiime azalmasina dair bilgiler mevcuttur (Kibria,
Hossain, Murata ve Hoque, 2017; Chokshi, Pancha, Ghosh ve Mishra, 2017). Tuzluluk
sadece ¢imlenmeyi ve bitki biiylimesini engellemekle kalmayip ayni zamanda verimi
diistirerek verim ile iliskili parametreleri ve tiriin kalitesini olumsuz etkilemektedir (Rahman,
Miyake ve Takeoka, 2016). Stavridou, Hastings, Webster ve Robson (2017), biyoenerji i¢in
kullanilan c¢imenlerde biyokiitle veriminin tuzluluk ile belirgin sekilde engellendigini
bildirmislerdir. Bu nedenle, tuz stresi bitki biiyiime ortaminin besin diizenini bozarak
bitkinin fizyolojisi ve metabolizmasini ve dolayisiyla biiyiime ve verimini biiyiikk olgiide

engellemektedir.

2.1.2. Tuz stresine adaptasyon mekanizmalari

Bitkiler yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip topraklarda hayatta kalmak i¢in ¢esitli fizyolojik
ve biyokimyasal mekanizmalar gelistirir. Bunlar, iyon homeostazisi ve birikimi, iyon
taginmast ve alinimi, 0Zmo-koruyucularin ve denge olusturan uygun ozmotik bilesiklerin
biyosentezi, antioksidan enzim aktivasyonu ve antioksidan bilesiklerin sentezi, poliamin
sentezi, Nitrik oksit (NO) iiretimi ve hormon modiilasyonu olarak siniflandirilmaktadir.

Iyon Dengesi

Iyon alinimi ve birikimi arasindaki dinamik ile saglanan iyon dengesi hem normal hem de
stres kosullarinda bitki biiyiimesi i¢in 6nem tasimaktadir (Xiaomu, Niu, Bressan, Hasegawa
ve Pardo, 1995; Serrano, Mulet ve Rios, 1999; Hasegawa, 2013).



Sitoplazmada bulunan yiiksek tuz konsantrasyonu bitkiler tarafindan tolare edilemedigi igin
fazla tuz vakuole tasinarak veya daha yasl dokulara aktarilarak hiicreye zarar vermesinin

oniine geg¢ilmektedir (Reddy, Sanish ve lyengar, 1992).

Toprakta bulunan esas tuz formu olan NaCl i¢in en 6nemli konu Na* iyonun taginimi
olmaktadir. Na* iyonu sitoplazmaya alindiktan sonra vakuole Na'/H* antiportir1 ile
taginmaktadir. Bu tasinmanin elektrokimyasal gradiyenti ise, vakuol membraninda bulunan
proton pompalar1 ile olusturulmaktadir (Blumwald, 1987). Iki tip H* pompasi
bulunmaktadir, bunlar vakuolar tip H* -ATPaz (V-ATPaz) ve vakuolar pirofosfatazdir (V-
PPaz) (Dietz, Tavakoli ve Kluge, 2001; De Lourdes Oliviera Otoch ve digerleri, 2001,
Wang, Liittge ve Ratajczak, 2001).

De Lourdes Oliviera Otoch ve digerleri (2001) tuz stresine maruz kalan Vigna unguiculata
fidelerinin hipokotillerinde, stres kosullarinda, V-ATPaz pompasinin aktivitesinde bir artis
gortildiigiini bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada ise, tuz stresi kosullarinda halofit Suaeda

salsa’nin V-ATPaz aktivitesinde de artis gézlemlendigi bildirilmistir.

Iyon dengesinin saglanmasi ve tuz toleransinin olusturulmasinda SOS sinyal yolagmin
onemi bilinmektedir (SOS: Salt Overly Sensitive) (Hasegawa, Bressan, Zhu ve Bohnert,
2000; Sanders, 2000). SOS sinyal yolagi (Sekil 2.1) {i¢ ana proteinden olusmaktadir, bunlar
SOS1, SOS2 ve SOS3’diir. SOS1, hiicre zar1t Na*/H" antiportirin1 kodlayarak hiicreye Na*
akigini diizenlemek ve Na* 'm kokten uzun mesafeli tasimak ile gorevlidir (Shi, Ishitani, Kim
ve Zhu, 2000; Shi, Quintero, Pardo ve Zhu, 2002). SOS2 geni, bir serin/treonin kinaz
tarafindan kodlanmakta ve tuz stresiyle aktive edilen Ca® sinyalleri tarafindan
olusturulmaktadir (Liu, Ishitani, Halfter, Kim ve Zhu, 2000). SOS3 ise Ca?" baglayici bir
proteindir.
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Sekil 2.1. Tuz stres yanitlarinda SOS yolagi (Gupta ve Huang, 2014)

SOS2 proteininin C-terminal diizenleyici bolgesi, SOS3 proteini igin bir etkilesim bolgesi
olarak islev gormektedir (Sekil 1). SOS2 ve SOS3 proteinleri arasindaki bu etkilesim kinaz
aktivasyonu ile sonuglanmaktadir (Guo, Qiu ve Quintero, 2004). Kinaz aktivasyonu, SOS1
proteinini fosforile ederek tasima aktivitesini artirir (Quintero, Ohta, Shi, Zhu ve Pardo,
2002). Bu sirada SOS2, SOS3 ile baglanmasini kolaylagtirmak tizere déner. SOS3 proteini,
SOS?2 proteininin otoinhibisyonunu devredisi birakarak onunla ile etkilesime girer ve aktive
eder. Boylece SOS3-SOS2 kompleksi, hiicre zarinda SOS1'i fosforile ettigi bolgeye
yuklenir (Sekil 2.1). Fosforillenmis SOS1 proteini, hiicre disina Na* akisini artirarak
hiicredeki Na* toksisitesini azaltir. Sitoplazmadaki iyon konsantrasyonunun diisiik seviyede
tutulmasi, bitkiler i¢in hayati nem tasimaktadir, ¢linkii tuzlulukla artan Na* konsantrasyonu,
bitkiyi Oliime kadar gotiirebilmektedir. Bu nedenle membranlardan iyon tasinimi,
sitoplazmada iyon konsantrasyonunun korunmasinda biitiinleyici bir rol oynamaktadir.

(Sairam ve Tyagi, 2004).

Tuzlu ortamlarda yasayan bitkilerin hayatta kalabilmesi i¢in hiicresel K* dengesinin K*/ Na*
lehine siirdiiriilmesi hayati Onem tasimaktadir. Enzim aktiviteleri i¢in ideal K*
konsantrasyonu, 100 mM K™ dur. Vakuol i¢indeki K* konsantrasyonu ise 10 mM ile 200
mM arasinda degismektedir. Vakuol, bitki hiicresi i¢indeki en biiyiik K* havuzu olarak islev
gormektedir. K*, hiicre iginde turgorun korunmasinda 6nemli bir rol oynar. K* iyonlart, bitki
hiicresine konsantrasyon gradiyentine karsi, K* tagiyicist ve membran kanallari tarafindan

taginir. Yiiksek afiniteli K™ alim mekanizmalari, hiicre dis1 K* konsantrasyonu diisiik



oldugunda devreye girer, diisiik afiniteli alim ise hiicre dist K™ konsantrasyonu yiiksek
oldugunda, K* kanallar1 ile gergeklestirilir. Buradan hareketle, iyon alim mekanizmalari,
birincil olarak topraktaki mevcut K* konsantrasyonu tarafindan belirlenir. Tuzluluk stresi
sirasinda toprakta artan Na® konsantrasyonu, hiicre icerisinde Na* iyonu ile K* iyonunun
tastyict i¢in yarigmasina neden olur, ¢linkii her iki iyon da ayn1 tasiyict ile taginmaktadir

sonug itibariyle K™ alimini azalmis olur (Munns ve Tester, 2008; Sairam ve Tyagi, 2004)

Denge Olusturan Uygun Ozmotik Bilesik Birikimi

Denge olusturan uygun ozmotik bilesikler, kimyasal olarak c¢esitli organik bilesiklerden
olusan bir grup yiiksiiz, polar, dogada ¢oziiniir ve yliksek konsantrasyonlarda bile hiicresel
metabolizmaya karismaz. Bunlar prolin (Hoque ve digerleri, 2007; Ahmad, Jaleel, Salem,
Nabi ve Sharma, 2010; Hossain ve digerleri, 2011; Nounjan, Nghia ve Theerakulpisut, 2012;
Tahir, Aziz, Faroog ve Sarwar, 2012) glisin betain (Khan, Ungar ve Showalter, 2000; Wang
ve Nii, 2000), seker (Kerepesi ve Galiba 2000; Bohnert, Nelson ve Jensen, 1995) ve
poliollerdir (Ford, 1984). Denge olusturan uygun ozmotik bilesikler, farkl bitki tiirlerinde,
degisen miktarlarda sentezlenir ve biriktirilir. Ornegin, Plumbaginaceae familyasmin bazi
iiyelerinde kuaterner amonyum bilesiklerinden beta alanin betainin birikimi oldukca kisitl
iken (Hanson ve digerleri, 1994), prolin aminoasiti kolayca biriktirilir. Ozmotik bilesik
birikimi bitki takimlar1 arasinda farklilik géstermektedir (Saxena, Kaur ve Verma, 2013:
197-232).

Tuz stresi ile birlikte serbest amino asitlerin yaklagik %55'ini olusturan sistein, arginin ve
metiyonin miktar1 azalirken, prolin aminoasitinin miktar1 artar (EI-Shintinawy ve El-
Shourbagy, 2001).

Prolin, tuzluluk stresinin hafifletilmesini saglamak {izere biriktirilen bir aminoasittir
(Saxena, Kaur ve Verma, 2013: 197-232, Matysik, Alia, Bhalu ve Mohanty, 2002; Ben
Ahmed, Ben Rouina, Sensoy, Boukhriss ve Ben Abdullah, 2010). Tuzluluk stresinde biriken
hiicre i¢1 prolin sadece strese karsi tolerans saglamakla kalmaz, ayni1 zamanda bitki i¢in
organik bir azot rezervi olarak da is gortir. Ben Ahmed ve digerleri (2010), distan uygulanan
prolinin, antioksidatif enzim ve fotosentetik aktivitenin artirilmasi yoluyla zeytinde (Olea
europaea) tuz toleransini sagladigini bildirmislerdir. Prolinin, antioksidan enzim aktivitesini

artirdig1 ¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Hoque ve digerleri, 2007)



Glisinbetain, mikroorganizmalarda, yiiksek bitkilerde ve hayvanlarda bulunan ve genis bir
pH araliginda elektriksel olarak nétr olarak kalabilen, suda ¢oziinen, amfoterik bir kuaterner
amonyum bilesigidir, yapisal 0Ozellikleri nedeniyle hem enzimler hem de protein
kompleksleri gibi makromolekiillerin hidrofobik ve hidrofilik kisimlariyla etkilesir.
Glisinbetain, stres kosullar1 altinda hiicreyi ozmotik dengeyi saglayarak korumaktadir
(Gadallah, 1999). Glisinbetainin birikimi, bitki takimlar1 arasinda farklilik gostermektedir.
Rahman, Miyake ve Takeoka (2002), tuz stresine maruz kalan Oryza sativa’da glisin

betainin uygulamasinin, fidelerinin ultrastriiktiirii izerindeki olumlu etkisini bildirmisglerdir.

Bir diger denge olusturan ozmotik bilesik grubu ozmokoruyucu ve karbon kaynagi olmasi

bakimindan bitki hiicreleri i¢in 6nemli olan sekerlerdir (Kerepesi ve Galiba, 2000).

Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Bitkilerdeki abiyotik ve biyotik stres, kloroplast ve mitokondride elektron tasima
zincirlerinin (ETC) fazla aktiflesmesine, serbestlesmesine ve bozulmasina neden olmaktadir.
Bu kosullar altinda molekiiler oksijen (O2), ROS birikmesine yol agan bir elektron alicisi
gorevi goriir. Singlet oksijen (*O2), hidroksil radikali (OH"), siiperoksit radikali (O2") ve
hidrojen peroksit (H202), tamamen oksitleyici bilesiklerdir ve bu nedenle hiicre biitiinligii
icin potansiyel zararli madde olarak nitelendirilmektedirler (Grof3, Durner ve Gaupels,
2013).

Enzimler ve enzimatik olmayan bilesikleri igine alan antioksidan metabolizmasi, tuzlulugun
neden oldugu ROS'larin detoksifiye edilmesinde kritik rol oynamaktadir. Tuzluluk toleranst,
SOD, CAT, GPX, APX, GR ve enzimatik olmayan antioksidan bilesik birikimi gibi
antioksidan aktivitesi ile pozitif olarak iligkilidir. (Asada, 1999; Gupta, Stoimenova ve
Kaiser, 2005).

Poliaminler

Poliaminler (PA), bitkiler aleminde siklikla goriilen, diisiik molekiiler agirlikli, polikatyonik
alifatik molekiillerdir. Poliaminler, hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesi, somatik
embriyogenez, farklilasma ve morfojenez, yumrularda dormansi kirilmast ve tohum

cimlenmesi, ¢igek ve meyvenin gelisimi ve yaslanma gibi normal biiylime ve gelisimde



cesitli rol oynamaktadirlar (Gupta, Dey ve Gupta, 2013: 1053-1072). Ayrica, tuzluluk dahil
olmak {izere abiyotik stres toleransinda dnemli bir rol oynar ve i¢sel poliamin miktarindaki
artiglar bitkilerde stres toleransi ile iliskilendirilmektedir (Gupta, Dey ve Gupta, 2013: 1053-
1072; Yang, Zhang, Liu, Wang ve Liu, 2007; Groppa ve Benavides, 2008; Kovacs, Simon-
Sarkadi, Szucs ve Kocsy, 2010).

Hormonlar

Absisik Asit (ABA), bitkilerde stresin olumsuz etkilerini iyilestiren 6nemli bir bitkisel
hormondur. Tuzluluk stresi ozmotik strese ve su azligina neden olmakta, siirgiin ve koklerde

ABA iiretimini artirmaktadir (Popova, Stoinova ve Maslenkova, 1995).

ABA, tuz stresinden kaynaklanan ozmotik ve iyonik streslere yanit veren genlerin ifadesini
diizenleyen hiicresel bir sinyaldir. Bu genlerden bazilari, Glutatyon-S-transferz, SOD,
peroksiredoksin, tubulin, aktin, anneksin, sicaklik soku proteinleri, gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz dehidrogenaz (GAPDH), ATP sentaz,, Rubisco aktivaz olarak bildirilmistir
(Jeschke, Peuke, Pate ve Hartung, 1997).

Salisilik asit (SA) ve brassinosteroidler (BR) gibi hormonal 6zelliklere sahip diger bazi
bilesikler de bitki abiyotik stres yanitlarinda gorevlidirler (Clause ve Sasse, 1998). Tuzluluk
stresi altinda yetistirilen piring fidelerinde i¢sel SA miktari, salisilik asit biyosentetik
enzimin aktivitesindeki artisla birlikte artmistir (Sawada, Shim ve Usui, 2006). SA 6n
uygulamasi, Na* 'min koklerde birikmesini engellememis ancak hiicrede birikmis Na*
konsantrasyonunun azaltilmasima yardimci olmustur (Jayakannan, Bose ve Babourina,
2013).

2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Hidrojen Peroksit (H203)

ROS’lar normal hiicre metabolizmasi sirasinda olusan oksijenin kismen indirgenmis veya
aktive edilmis tiirevleri olarak bilinmekte olup hiicrenin farkli kisimlarinda
olusabilmektedir. Cevresel stres faktorleri, ROS {iretiminin artmasina yol agarak, oksidatif
strese neden olmaktadir. Hiicrenin tolare edemeyecegi kadar yiiksek konsantrasyonlarda
olusturulan ROS, DNA, proteinler ve lipitler dahil olmak iizere farkl hiicresel bilesenlerle
reaksiyona girerek oksidatif yaralanmalara neden olmakta ve hiicre igin toksik hale

gelmektedir. ROS’lardan kaynaklanan bu hiicresel hasari 6nlemek igin, ROS iiretimi ve
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sliplirme arasinda 6nemli bir dengenin olmasi1 gerekmektedir. Peroksizomlar, kloroplastlar
ve mitokondri yiiksek oranda oksitleyici metabolik aktiviteye sahip veya fazla miktarda
elektron iceren organellerdir, bu nedenle bitki hiicrelerinde ROS iiretiminin ana
kaynaklaridir. ROS iiretiminin yogunlugu, siliresi ve hiicre i¢i lokalizasyonu, ROS

sinyallerinin hiicre i¢i iletiminde ¢ok dnemlidir (Leshem ve Levine, 2007).

Hidrojen peroksit (H20>), bitki hiicrelerinde ¢ogunlukla fotosentez sirasinda ve daha az
miktarda da solunum sirasinda uretilmektedir. HoO2, ROS’larin en kararlisidir ve bu nedenle
cesitli fizyolojik siireglerde “sinyal molekiilii” olarak ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir.
Cevresel stresler sirasinda hiicre i¢i ve hiicrelerarast H2O miktarlar1 artmaktadir. Hidrojen
peroksit tiyol iceren proteinlerle etkileserek farkli sinyal yollarimi ve ayrica gen
ekspresyonunu ve hiicre dongiisii siireglerini diizenleyen transkripsiyon faktorlerini aktive

etmektedir.

2.2.1. H202 kaynaklari

Farkli oksijen tiirevleri, ROS olarak tanimlanmaktadir. ROS temel olarak siiperoksit anyon
radikali (O2™") ve ondan olusan bilesikleri igermektedir. Radikal olan ve olmayan ROS’lar

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Radikal olan ve olmayan ROS’lar

Serbest Radikaller Radikal Olmayanlar

O (Siiperoksit radikali) H20, (Hidrojen Peroksit)
HO> (Hidroperoksil) O2 (Tekli Oksijen)

‘OH (Hidroksil) O3 (Ozon)

ROO" (Peroksil) HOCI (Hipokloroz Asit)
RO (Alkoksil) ONOO (Peroksinitrit)”
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Yeryiiziindeki oksijen, her biri farkli n* anti-baglama orbitalinde yer alan iki tane
eslenmemis elektronu bulunan bir molekiildiir. O2'nin iki degerlikli indirgenmesi basit bir
siire¢ olmayip ve tek degerlikli ara maddelerin {iretimini gerektirmektedir. Tek bir
elektronun eklenmesi bir enerji girisine ihtiya¢ duyarak Oz'yi siiper oksit anyon radikaline

indirgemektedir (Es. 1).

02+ 1e>0;™ (2.1)

Ekstra elektron dis orbitalde eslenmemis bir halde bulundugu igin, siiperoksit serbest
radikaldir. Nispeten kararsizdir, ya O2'ye doniistiiriiliir, ya da proton ile reaksiyona girerek
spontan olarak veya siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi (Es. 2) tarafindan katalize edilen bir

reaksiyonda H202'ye doniisiir:

202"+ 2H+ 2 H202+ O3 (2.2)

Stiperoksitin aksine H202, radikal olmayan bir ROSdur ve net yiik tagimayan bir molekiildiir
(Halliwell ve Guuteridge, 2007). H202'nin yari omrii daha uzun oldugundan dolay1
stiperoksit anyon radikaline gore daha uzun mesafeli bir sinyal molekiilii oldugu
bildirilmistir (Vraova, Inzé ve Van Breusegem, 2002). Aquaporinler olarak bilinen membran
su kanallar1 su ile birlikte H2O2 transmembran hareketini kolaylastirmaktadir (Henzler ve

Steudel, 2000).

Hidrojen peroksit, sadece siiperoksitin (Esitlik 2) esitsizligiyle degil, ayn1 zamanda, O2™ "nin,
askorbat (Asc), tiyoller, ferredoksinler ve digerleri (Asada, 1999) gibi bir indirgeyici (X) ile

azalmasindan dolayi da tiretilir (Es. 3).

02 * H+ + XHz S H20; + XH (2.3)

Bu nedenle, hiicrede bulunan H20; miktari, O2" " liretimi ile siki bir sekilde baglantilidir.
Bununla birlikte, glikolat oksidazlar, glukoz oksidazlar, amino asit oksidazlar ve
stilfonoksidazlar gibi diger oksidazlar, ilgili substratlarin oksidasyonunu takiben H:O:
olustururlar (Asada, 1999). Son yillarda hiicre duvarina bagl peroksidazlar, oksalat, amin
ve plazma membran NADPH oksidazlar1 gibi O27/H202'in diger enzimatik kaynaklar

tanimlanmistir (Bolwell ve digerleri, 2002). Ayrica, H2O> iiretiminden fotosentez ve
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solunumla ilgili bir¢ok reaksiyon sorumludur. Bu, H20; ve diger ROS'larin normal aerobik

metabolizmanin yan iiriinleri oldugu anlamina gelmektedir (Mittler, 2002).

2.2.2. Hiicrelerde H2O2 olusumu

Peroksizom
Mehler Glicolat
Kloroplast Reaksiyonu Olemidaz
/ /-(a:az
H.0, Hy0; ——p
Peroksipaorinker
AG : — ~—l ‘J
. : Hy0, € === ===~ +» H;0,
Mitokondn 3
H.0O 0O, O~
GSH [m Ei
oz (
— H
Askorbat-Glutatyon 20; H:0 Pl
| (AG) Déngisi e
APX A
Askorbat nCehidmskorbat ‘\‘
(indirgenmis) (Oksitienmis)
(indirgenmis) U 15) ik H,0,
DHAR C
FaY D
Gh Gen : ;
Glutatyon Glutatyon )
(Oksitienmis) _Jindrgenmis) (QIERERS
GR Hucre duvan
""Dp”f\“‘”‘” peroksidaz:
Apoplast

Sekil 2.2. Bitki Hiicrelerinde H202’in Olusumu: Tuz stresi, PSI’i de etkilemektedir.
Stomalarin kapali olmasina bagl olarak CO2 alinimi kisitlandigr i¢in, Oz PSI
tarafindan da indirgenir. Tuz stresi ile beraber, Calvin dongiistindeki enzimler
inaktive olur ve bu durum doéngiiye katilan NADPH’1n indirgenmesini engeller.
PSI’deki ferrodoksin, ortamda baska indirgeyecek NADP* bulamadigi igin
elektronunu FNR (Ferrodoksin NADP rediiktaz) yerine O2’¢ aktarir ve sonug
olarak Oz, H20O2’e doniistiiriiliir (Mehler reaksiyonu). DHAR: Dehidroaskorbat
Rediiktaz, GR: Glutatyon Rediiktaz, GSSG: Okside olmus Glutatyon GSH:
Indirgenmis Glutatyon, (Ocal Ozdamar, Baysal Furtana, Ellialtioglu ve
Tipirdamaz, 2016)

H20>, oksidatif stres sonucu olugan ROS’larin bir formudur. Biyolojik sistemlerde H>O>’nin
asil tretimi siiperoksitin (O27) enzimatik olmayan ya da SOD tarafindan katalizlenen

dismutasyon reaksiyonu ile H.O2’ye doniismesi yoluyla gergeklesir. Bitkilerde H202, Mehler
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reaksiyonu sirasinda kloroplastlarda, elektron tasinimi sirasinda  mitokondride,
fotorespirasyon sirasinda ise peroksizomlarda olusur. H>O; iiretiminin hiicre zarina yerlesik
halde bulunan NADPH Oksidaz enzimi ile de gergeklesir (Slesak, Libik, Karpinska,
Karpinski ve Miszalski, 2007). H20; hiicre zarindan kolaylikla gegebilen bir molekiil olup

muhtemelen peroksiporin membran kanallarini kullandigi tahmin edilmektedir (Sekil 2.2).
2.2.3. H202’ in gorevleri ve fizyolojik islevleri

Yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif strese yol acarak programlanmis hiicre 6liimiini
saglayan H2O> (Tanou, Molassiotis ve Diamantidis, 2009b), diisiikk konsantrasyonlarda,
cesitli abiyotik ve biyotik streslere karsi toleransi tetikleyen bir sinyal molekiilii olarak gorev
yapmaktadir (Laloi, Apel ve Danon, 2004; Mittler, Vanderauwera, Gollery ve Van
Breusegem, 2004). Hiicrelerde i¢sel H2O2 konsantrasyonunun hiicre i¢in toksik olmayan bir
diizeyde tutulmasi, bitki gelisimini destekleyerek gevresel stres faktorlerine karsi direnci
giiclendirmektedir. Ayrica H2O2, ¢esitli genlerin ifadesini diizenlemektedir (Neill, Desikan
ve Hancock, 2002), bu genler H>O tarafindan indiiklenen transkriptler, proteinler,
metabolizma, enerji, protein tasinmasi, hiicresel organizasyon ve biyogenez, savunma
hiicresi kurtarma ve transkripsiyon gibi fonksiyonlarla kodlanmistir (Desikan, Mackerness,
Hancock ve Neill, 2001).

Aragtiricilar, H2O2’in fotorespirasyon, fotosentez, stoma hareketleri, hiicre dongiisii,
bliylime ve gelismede anahtar diizenleyici molekiil olarak rol oynadigini bildirmislerdir

(Mittler, Vanderauwera, Gollery ve Van Breusegem, 2004).

Bir sinyal molekiilii olan H2O, diger énemli sinyal molekiillerini (Ca2+, SA, ABA, JA,
etilen, NO) de aktive eder (Dempsey ve Klessig, 1995; Liu, Ishitani, Halfter, Kim ve Zhu,
2000; Desikan ve digerleri, 2004; Wendehenne, Gould ve Lamotte, 2004). Bu sinyal
molekiilleri streslere dayaniklilik yanitlarinin diizenlenmesinde beraber ¢alisarak bitkideki

biiyiime ve gelismede siirecinde hayati rol oynamaktadirlar.

H20,, bitkilerde dayaniklilik mekanizmalarinda, hiicre duvarmin lignifikasyonunda (hiicre
duvar1 yapisal proteinlerinin ¢apraz baglanmasi), fitoaleksin iiretiminde (Dempsey ve

Klessig, 1995) gorevlidir.
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2.2.4. H202’in siipiiriilmesi

Bitkiler oksidatif stres altinda yasamlarinit devam ettirebilmek ve stresle basa ¢ikabilmek igin
ROS’lar1 kontroliinii ve detoksifikasyonunu saglayan ¢esitli antioksidanlara sahiptirler
Antioksidanlar disiik konsantrasyonlarda oksidasyon yapabilen ve diger bir substratin
oksidasyonunu azaltan (elektron aktarimiyla) veya engelleyen yani oksidasyona karsi

miicadele eden maddelerdir.

H>0O> birikimi, Teton tipi reaksiyon yoluyla hidroksil radikal olugsma olasiligini artirir. Bu,
oksidatif stres olarak bilinen olguya yol acar (Foyer ve Noctor, 2011). Bitki hiicrelerinde,
enzimler ve redoks metabolitleri H2O; siipiirme islemini gergeklestirmek igin sinerji i¢inde
hareket eder (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Antioksidan enzimler

Enzim EC numarasi1 | Reaksiyon

Siiperoksit dismutaz 1.15.1.1 O+ 02 +2H" <=>2 H,0 + O

Katalaz 1.11.1.6 2 H207 <=> 2 H20 +0O2

Glutatyon peroksidaz 1.11.1.12 2GSH+PUFA-
OOH<=>GSSG+PUFA+2 H,0

Glutatyon rediiktaz 1.6.4.2 NADPH+GSSG <=> NADP +2GSH

Askorbat peroksidaz 1.11.1.11 AA+ H202 <=> DHA+2 H20

Guaikol peroksidaz 1.11.1.7 Dondr + HoO2<=>Oksitlenmis dondr +2
H>0

2.2.5. DPI (Difeniliyodinyum Kkloriir)

H20: birikimi bir NADPH oksidaz inhibitorii (DPI) ve DPI ile muamele edilmis bitkiler
azaltilmis tuz stres toleransi ile baskilanabilir (Zhang ve digerleri, 2007). H.O2, CAT'ye son
derece duyarlidir ve memeli NADPH oksidaz dahil olmak {izere, tatbik edici enzimler, DPI

tarafindan kuvvetli bir sekilde 6nlenmektedir (Leshem ve Haramaty, 1996).
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2.3. RNS ve NO

NO’den tiirevlenen bilesikleri tanimlamak i¢in RNS (Reaktif nitrojen tiirleri) terimi
kullanilmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). RNSlerin, ¢esitli toksik fizyolojik
reaksiyonlar ile asir1 miktarda ve kontrolsiiz iiretimi sonucu bitkinin yasadigi strese de
nitrosatif stres adi verilmektedir (Klatt ve Lamas, 2000). Tipk1 ROS’lar gibi RNS’ler de
hiicrede yiliksek konsantrasyonlarda bulundugu zaman, lipitler, proteinler, karbonhidratlar
ve DNA’ya zarar vererek hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina neden olmaktadirlar. Radikal

olan ve olmayan RNSler Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Serbest Radikaller | Radikal Olmayanlar
Nitrik Oksit NO- Nitr6z Asit HNOz

Nitrik dioksit NO2 | Nitrosonium katyonu NO*
Nitrat Radikali NO3z* | Nitroksil Anyonu NO
Peroksinitrat ONOO"

Dinitrojen tetroksit N2O4
Dinitrojen trioksit N2O3

Nitrik oksit, dagilma giicii yiiksek (H20'da 4.8x10-° cm? st) en kiiciik iki atomlu
molekiillerden biridir ve hidrofobik Ozellikler sergilemektedir. Boylece NO, hiicrenin
hidrofilik bolgelerinde (sitoplazma) kolayca gegemese bile, zarlarin lipid fazi1 boyunca
serbestce dagilabilir (Arasimowicz ve Floryszak-Wieczorek, 2007). Biyolojik dokularda
NO'nun yar1 émriiniin 6 sn' nin altinda oldugu tahmin edilmektedir. Bu kisa yar1 6mrii, (1)
dogrudan metal kompleksleri ve diger radikallerle ve dolayli olarak DNA, proteinler ve
lipidler ile RNS olarak reaksiyona giren NO'nun oldukca reaktif 6zelliklerini yansitmaktadir

(Bethke, Badger ve Jones, 2004).

NO, Karbonmonoksit (CO) ile beraber hava kirletici gazlar kategorisinde yer almakta idi.
Bitkiler i¢in ise, sinyal molekiilii olarak bilinen tek gaz Etilendi. NO’in bitkiler tarafindan
yayildigr ilk kez 1975 yilinda Klepper tarafindan hayvanlardan ¢ok daha once ortaya
cikarilmistir (Klepper, 1978, 1979). 1992 yilinda Nitrik Oksit Science Magazine dergisi
tarafindan “Y1lin Molekiilii” olarak se¢ilmistir (Koshland, 1992).
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Robert F Furchgott, Louis J. ignorro ve Ferid Murad isimli bilim adamlar1 “Kardiyovaskiiler
Sistemde Bir Sinyal Molekiilii Olarak Nitrik Oksit” konusuna iliskin kesiflerinden dolay1
1998 yilinda Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel 6diilii almaya hak kazanmislardir (Sorelle,
1998).

2.3.1. NO’in fizyolojik islevleri

Nitrik Oksit, memeli sistemlerinde damar basincinin azalmasi, sinir iletimi, bagisiklik ve
sitotoksisite sirasinda ikincil haberci olarak gorev alan bir molekiildiir. NO’in bitkiler
aleminde ise biyotik ve abiyotik stres kosullarinda stres cevabina aracilik eden bir sinyal
molekiilii olarak gorev yaptigi bilinmektedir. NO, kirmiz1 151k yerine ¢imlenmeyi indiikleyen
bir faktor olup (Belligni ve Lamatina, 2001), iyon dengesi ve ¢igceklenmeyi de etkilemektedir
(Neill, Desikan ve Hancock, 2003a). Siklik Guanozinmonofosfat (cGMP), siklik ADP-riboz
(cADPR, riboz ve Ca*™* gibi gesitli haberci molekiilleri uyarmaktadir (Neill, Desikan ve
Hancock, 2003b).

Birgok biyolojik siirecte gorev alan NO hem bitki savunma mekanizmasinda bir sinyal
molekiilii olarak hem de biiylime ve gelismede hormonal 6zelliklere sahip bir bilesik olarak

rol oynamaktadir (Leshem ve Haramaty, 1996; Delledonne, Xia, Dixon ve Lamb, 1998).

Bitki biiyiimesi iizerine NO’nun etkilerinde konsantrasyonun son derece onemli oldugu
vurgulanmistir (Leshem ve Haramaty, 1996). NO’nun yiiksek konsantrasyonlarinin (40-80
pphm) domates, marul ve bezelye bitkisinde biiylimeyi inhibe ettigi, diisiik
konsantrasyonlarinin (0-20 pphm) ise biiyiimeyi tesvik ettigi ileri siiriilmiistiir (Leshem ve

Haramaty, 1996).

Distan uygulanan NO veya NO dondrlerinin, patojen (Delledonne, 2005), 1sik (Belligni ve
Lamattina, 2001), yergekimi (Beligni ve Lamattina, 1999), oksidatif strese (Zhao ve
digerleri, 2004; Shi, Quintero, Pardo ve Zhu, 2002; Zhao, Zhao, Wu ve Zhang, 2006) kars1
bitki cevaplarini etkiledigi bilinmektedir.
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2.3.2. Hiicrelerde NO olusumu

Cok sayida NO iiretim yolu bilindigi halde, bunlarin bitkilerde sadece birkag¢ tanesi tam
olarak aydinlatilabilmistir (Sekil 2).

NO’nun ya Arjinin ile Nitrat/Nitritin substrat olarak kullanildig: farkli enzimatik yollarla
(Besson-Bard ve digerleri, 2009) ya da nitrifikasyon/denitrifikasyon olaylarin1 kapsayan
enzimatik olmayan yollarla sentezlendigi kabul edilmektedir (Bethke, Badger ve Jones,
2004; Neill, Desikan, Clarke, Hurst ve Hanckok, 2002; Rockel, Strube, Rockel, Wildt ve
Kaiser, 2002). Baslica enzimatik NO kaynaklari; sitozolde NR (Nitrat Rediiktaz),
perokizomlarda NOS (Nitrik Oksit Sentaz), hiicre zarina bagli olarak bulunan Ni-NOR
(Nitrit-NO rediiktaz) ve peroksizomlarda bulunan XOR (Ksantin Oksirediiktaz) dir (Corpas,
Barroso ve Carreas, 2004). Enzimatik olmayan NO olusumu, NOz’nin, kloroplast ve
apoplastik alanlarda, asidik pH’da askorbik asit ile (Henry, Ducastel ve Guissani, 1996) veya
karotenoidler tarafindan 1s1ga bagimli indirgenmesi ile olusmaktadir (Cooney, Harwood,
Custer ve Franke, 1994). NO sentez yollar1 ile ilgili ayrintili literatiir bilgisi, Unsal ve Arisan
(2009) ve Khan, Mobin, Mohammad ve Corpas (2015: 100-102) tarafindan verilmistir.

Gaz halinde reaktif bir serbest radikal olan NO, fizyolojik pH’da protonlanabilir ve gii¢lii bir
lipid peroksidasyon baslaticisi olan azotdioksiti (NO2), hidroksil radikalini (OH),
fenilalanin, tirozin gibi aromatik halkalari, nitrolama ajani olan nitronyum iyonunu (NO2")
olusturabilir (Halliwell, 1984: 180-206). Bu yiizden NO’nun sinyal iletim olaylarini
baglatmasinin hemen ardindan, hizla ortadan kaldirilmasi veya metabolize edilmesi

gerekmektedir (Sekil 2.3).

NO konsantrasyonu sentez ve yikim reaksiyonlari ile diizenlenmektedir. Pek ¢ok olasi NO
kaynag1 vardir (Sekil 5.3). NO iiretimine yol agan indirgeyici yollar 6ncelikli olarak nitrattan
nitrat rediiktaz (NR) enzimi araciligiyla iiretilen nitrittir. NO, enzimatik olmayan yolda ise
denitrifikasyon, nitrojen fiksasyonu ve solunum reaksiyonlarinin bir yan {irlinii olarak
dretilir. Cozeltiden NO'nun hizli bir sekilde uzaklastirilmasindan siiperoksit anyonlar,
glutatyon, gegis metalleri ve simbiyotik olmayan hemoglobinler sorumludur. Hayvanlarda
NO olusumundan sorumlu enzim NO sentaz (NOS) 'dir. Bitkilerde, NOS benzeri enzimlerin
aktivitesi belirlenmistir (Sekil 2.3) (Molassiotis ve Fotopoulo, 2011): NO tiretmek igin iki
farkl yol vardir:
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1. L-arginin bagimli yolak, yardimc1 substrat olarak NAD(P)H ve O2'yi kullanir ve agagidaki

reaksiyona gore nitrik oksit sentaz tarafindan katalize edilir:

L- Arjinin + NAD (P) H + H" + Oz — L-sitrullin + NAD (P)*+ NO (2.4)

2. Nitrite bagh yolak rediiktan olarak NADH veya "elektron" kullanir ve asagidaki

reaksiyona gore farkli bir enzimler tarafindan katalize edilir:

NO2 + ¢ + 2H"—> 2NO + H.0 (2.5)
v
NO i NR NOa
L- Arjinin + . o A
0, + NADPH : LLarotenoidler nitrifikasyon denitrifikasyon
__NR / NiR
Nos, I NO [T N NO, N, |
NAD(P)" NAD(P)H
Sitriillin + < asitpH nitrojen fiksasyonu
H,O + NADP’ !
f nitrifikasyon N
NO2 < NO < NZO < NH4 P

Sekil 2.3. Nitrik Oksitin enzimatik ve enzimatik olmayan kaynaklar

Memelilerde, NO esas olarak O varliginda L-argininin L-sitrulin'e ve NO' ya doniistimiinii
katalize eden NOS enzimi (EC 1.14.13.39) tarafindan iretilir. Bilinen ii¢ farkli NOS
izoformu vardir, iki kurucu (néronal (nNOS) ve endoteliyal (eNOS)) ve bir indiiklenebilir
(INOS). Bitkilerde, NO {iretiminde NOS benzeri enzimlerin rolii tam olarak tespit
edilememigstir. L-arginin veya poliaminden NO {retimi oksidatif bir yolaktir. Poliamin
sentezi, arginin dekarboksilaz (ADC) enzimi i¢in bir substrat olan Argininin

bulunabilirligine baghdir.

Arginin, spermin ve spermidin biyosentezine yol agar. Arginaz aktivitesinde bir azalma, NO
iiretiminde artis ile sonuglanirken, arjininin yukari regiilasyonu (up regulation), NO salimini
azaltmistir. Boylece poliamin sentezinin NO iiretiminde rol oynadigini 6ne siiriilmiistiir

(Rockel, Strube, Rockel, Wildt ve Kaiser, 2002).
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Bitkilerde, Nitritin NO' ya indirgenmesinin baglangicta sadece nitrat rediiktazlar (NR)
tarafindan katalize edildigi distinilmiistiir (Sekil 2.3). NR, stoma ac¢ilmasinin
diizenlenmesinde, antioksidan enzimlerin aktivasyonunda, ¢evresel streslere maruz kalan
bitkilerde Crassulacean Asit Metabolizmasinin (CAM) indiiklenmesinde yer alir. Ayrica
Nitrit’in NO' ya indirgenmesi, peroksizomal bir enzim olan ksantin oksidorediiktaz (XOR)
ile de katalize edilebilir. Bezelye (Pisum sativum) yapraklarinda, XOD aktivitesi
peroksizomlarla iligkilidir. Bu, ROS ve RNS iiretimi arasinda bir etkilesim olasilig1
oldugunu diisiindiirmektedir. XOR, oksijen geriliminin yiiksek ve diisiik olmasina bagl
olarak sirasiyla katalitik reaksiyon sirasinda Oz ve NO serbest radikallerini tiretmektedir.
Bu serbest radikallerin tiretilmesi, XOR'un anahtar roliinii kanitlamaktadir. Baska bir Ni-

NOR enzimi, tiitiin kdklerinde nitritten NO {iretebilir (Li ve digerleri, 2008).

Bitkilerde NO, enzimatik olmayan mekanizmalarla da iretilebilir. Nitrifikasyon/
denitrifikasyon katyonu g¢evrimi N2O oksidasyonunun yan iiriinii olarak, NO'yu atmosfere
salmaktadir (Sekil 2.3). Enzimatik olmayan nitrit indirgemesinin NO olusumuna yol
acabilecegi bilinmektedir. Bu reaksiyon, nitritin NO ve nitratlar1 bozdugunda asidik pH'da
gerceklesmektedir. Nitrit ayrica pH 3-6'da askorbik asit ile kimyasal olarak indirgenerek NO
ve dehidroaskorbik asit iirettigi bilinmektedir. Bu reaksiyon, askorbik asidin mevcut oldugu
bilinen kloroplast ve apoplastik boslukta mikrolokalize pH kosullart altinda
gergeklesmektedir. Arpa alevron katmanli hiicrelerde, NO, asidik pH degerinde askorbat ile
nitrite indirgenerek sentezlenmektedir. NO olusumu i¢in bir baska enzimatik olmayan bir
mekanizma (Neill, Desikan ve Hancock, 2003a; Bethke, Badger ve Jones, 2004) isik
kaynakl1 karotenoid ile NO indirgenmesidir.

2.3.3. NO’in detoksifikasyonu

NO, reaktif bir serbest radikal molekiiliidiir. Bu ylizden sinyal iletim olaylarini baslatmasinin
ardindan, hizli bir bigimde ortadan kaldirilmas1 veya metabolize olmas1 gerekmektedir. NO,
kararsizdir ve her an oksijen ile reaksiyona girerek nitrit ve nitrat olusturmak i¢in hazirdir
(Gladwin ve digerleri, 2006). NO hem hayvanlarda hem de bitkilerde ROS’lar ile ayn1 yer
ve aynit zamanda iiretilmektedir. NO, oldukca hizli ve geri doniistimlii bir sekilde ya
proteinlerin tiyol gruplar ile ya da NO sinyal iletiminde protein S-nitrozilasyonuna neden
olan tripeptid glutatyon (GSH) tepkimeye girebilir. Bitki hiicrelerinde Glutatyon

konsantrasyonu; 2 ile 3 mM arasinda degismektedir ve bu yilizden S-nitrozile edilmis
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glutatyon (GSNO) olusumu, sebest NO konsantrasyonlart tizerine oldukga etkilidir. GSNO,
GSNO rediiktaz enzimi ile metabolize edilir ve bu enzim, NO’in biyo yararliliginin kontrol
edilmesinde ve proteinlerin S-NO gruplarinin olusumunda ve dolayisiyla NO diizenleyici
yolaklar iizerine etkilidir (Feechan ve digerleri, 2005). NO, ayrica, guanil siklazda veya
hemoglobinlerde bulunan hem gibi gecis metalleri ile reaksiyona girebilir (Perazzolli ve

digerleri, 2004). Bitkilerde NO’in ortadan kaldirilmas1 Sekilde 2.4’de 6zetlenmistir.

NO
+

Hemaoglobinler

v

NO,

NO+Glutatyon

GSNO

SNO Rediiktaz

GSSG+NH,

Sekil 2.4. Bitkilerde Nitrik Oksitin ortadan kaldirilmasi ve detoksifikasyonu

Hb., oksijen i¢in daha diisiik bir afiniteye sahiptir ve diisiik oksijen diizeylerinde nitritten

NO iiretmek igin daha iyi bir bilesiktir (Molassiotis ve Fotopoulo, 2011).

2.4. H202 ve NO Etkilesimi

2.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS) iliskisi

ROS ve RNS, bitkilerde hiicresel sinyal sistemlerinin temelini olusturan anahtar
molekiillerdendir. Bitkiler temel fizyolojik ve hiicresel siiregler sirasinda hem ROS hem de
RNS’leri, sinyal iletim molekiilleri olarak kullanmaktadirlar (Blokhina ve Fagerstedt, 2010).
Hiicre biyolojisinin birgok asamasinda énemli gorevler listlenmelerine ragmen oksidatif ve

Ozellikle de nitrosatif sinyal iletimi ile bu sinyallerin nasil diizenlendikleri hakkindaki
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bilgiler oldukga sinirhidir. Ilk arastirmalar, biyotik streslere kars1t ROS ve RNS nin is birligi
yaptig1 ve bitki koruma cevaplarini diizenledigi yoniindedir. Oksidatif ve nitrosatif sinyaller,
hiicre biyolojisinin bir¢ok asamasindaki 6nemli olmalarina ragmen, nasil diizenlendikleri
hakkindaki bilgiler oldukga siirli olmakla birlikte abiyotik stres kosullarinda oksidatif ve

nitrosatif sinyaller arasinda giiclii bir koprii bulundugunu gostermektedir.

Ayrica bulgular abiyotik stres kosullarinda oksidatif ve nitrosatif sinyal iletimleri arasinda
giiclii karsilikli bir etkilesim bulundugunu gostermektedir (Molassiotis ve Fotopoulo, 2011).
Son zamanlarda yapilan calismalarla birlikte H.O2 ve NO’in bitkilerde, birbirini etkileyen
sinyal molekiilleri olarak islev gordiigi ortaya ¢ikarilmistir (Neill, Desikan, Clarke, Hurst
ve Hanckok, 2002; Neill, Desikan ve Hancock, 2003a, 2003b; Wendehenne, Gould ve
Lamotte, 2004).

Hem normal sartlarda hem de abiyotik stres sartlarindaki bitkilerde digsal olarak uygulanan
NO’nun H202 miktarini azalttigina dair pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Tuzluluk (Li ve digerleri,
2008), diisiik sicaklik (Liu, Ishitani, Halfter, Kim ve Zhu, 2000), agir metal (Hsu ve Kao,
2005) gibi abiyotik stresler ile birlikte artan i¢sel H2O2 miktarmin uygulanan NO tarafindan
azaltildig1 belirtilmistir. Buna karsilik, kavak kalluslariyla yapilan bir ¢alismada ise besi
ortaminda biiyiitiilen kalluslarda tuz stresi H2O, miktarinda artig saglamisken besi ortamina
uygulanan NO’nun H202 miktarinda artiga neden oldugu belirlenmistir (Zhang ve digerleri,
2007).

ABA, Kalsiyumun hem plazma zar1 kanallarindan hiicre igine girisini hem de merkezi
vakuol gibi igsel bdlmelerden sitozole gonderilmesini uyararak sitozolik Ca?"
konsantrasyonunda artiga neden olur (Schroeder, 2003). Kalsiyumun hiicre igine girisi H202
veya O;" gibi reaktif oksijen tiirlerinin kullanildig1 bir yol ile uyarilir (Pei ve digerleri, 2000).

Bu ikincil haberciler plazma zarindaki kanali aktiflestirir.
2.4.2. H202 ve NO iligkisinin tuz stresindeki rolii

Toprak tuzlulugu, kiiresel olcekte iirlin verimini ve besin giivenligini etkileyen 6nemli
faktorlerden biridir. Tuzluluk, bitkiyi ozmotik strese maruz birakip, iyon dengesini bozarak
cesitli metabolik olaylar1 etkilemekte ve sonucta bitki biiylime ve gelismesini

engellemektedir. Bitkilerin bu ozmotik ve iyonik stresler karsisinda verdigi yanitlar ise
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olduke¢a karmasik olup ¢ok sayida gen ag1 ve metabolik olay1 icermektedir (Hasanuzzaman
ve Fujita, 2012). H202 ve NO iiretiminin degistirilmesi, bitkinin tuz stresine adaptasyonunu
saglayan mekanizmalar arasinda sayilabilir (Avsian-Kretchmer, Gueta-Dahan, Lev-Yadun,
Gollop ve Ben-Hayyim, 2004; Zhang ve digerleri, 2006; Zhao, Tian ve Zhang, 2007). Tuz
stresi hiicrelerde genellikle H2O2’yi de igine alan ROS iiretimini artirdigr bilinirken, NO
tiretimi tizerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. Zhao, Tian ve Zhang (2007), NaCl
uygulamasinin Arabidopsis’te NO-iliskili AINOA1 geninin ifadesini baskilayarak hiicre i¢i
NO miktarinda azalmaya neden oldugunu bildirmistir. Buna karsin piringte AtNOAL’in
homologu olan OSNOA1 geninin ifadesi, tuz stresi ile birlikte artmistir (Qiao, Xiao, Yu ve
Fan, 2009). Bu farklilik, tuz stresine cevapta farkli tiirlerin kendilerine 6zgii NO-sentezleyici

ya da diizenleyici sistemleri oldugunu gostermektedir.

Tuza tolerans mekanizmalarinda 6nemli bir parametre olan Na*/K* dengesi i¢in H20O2 ve NO
gereklidir. NO, Na'/K* oranini azaltarak tuz toleransini artirici yonde etki yapmaktadir.
Bunu da H"ATPaz-baglantili genler ile NO-uyarimli hiicre zar1 Na*/H" antiportir ifadeleri,
hiicre zar1 ve vakuolar H*-ATPaz ve H*-PPaz aktivitelerindeki artisa bagli olarak
gergeklestirmektedir (Zhao ve digerleri, 2004; Zhang ve digerleri, 2006). Mazid, Khan ve
Mohammad (2011), tuz stresi kosullarinda NO’nun H20> firetimini diizenledigini ifade
ederek, hiicre zar1 H-ATPaz’larin aktivitesini diizenlemek i¢in, H202’nin metabolik yolda

NO’dan daha sonra yer alabilecegini belirtmislerdir.

Nitrik oksit donorii SNP’in dissal olarak uygulanmast; piring (Uchida, Jagendorf, Hibino ve
Takabe, 2002), ac1 bakla (Kopyra ve Gw6zdz, 2003) ve hiyar (Fan, Guo, Jiao, Zhang ve Li,
2007: 308-314) fidelerinde tuzluluktan kaynaklanan oksidatif hasari dnemli 6l¢tide azaltmus,
tuz stresi etkisindeki musir fidelerinde de fide gelisimini ve kuru agirligr artirmistir (Zhang
ve digerleri, 2007). Tuz stresi, hiicrelerde H,0O2 miktarini artirarak oksidatif stres olusumunu
uyarmaktadir. Bununla birlikte, disaridan uygulanan H202, i¢sel H202 miktarin1 artirip,
sonrasinda bir sinyal molekiilii islevi gorebilir (Qiao, Li ve Fan, 2014). Nitekim bugday
tohumlarina H2O> uygulanmasi, fide doneminde tuza tolerans 6zelligini artirmistir (Wabhid,

Perween, Geelani ve Basra, 2007).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213002256#bib0430
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213002256#bib0430
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213002256#bib0310
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213002256#bib0740
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213002256#bib0740
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Sekil 2.5. Tuz stresi altinda yetistirilen bitkilerde ROS ve RNS metabolizmalar1 arasindaki
iliskinin sematik modeli. CAT, katalaz; GR, glutatyon reduktaz; GSH, glutatyon;
GSNO, S-nitrosoglutation; GSNOR, S-nitrosoglutathione reduktaz; GSSG,
oksitlenmis glutatyon; NADPH, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat; NOS, L-
Arginin * NO sentaz; Oz, siiperoksit radikali; ONOO™, peroksinitrit; SOD,
siiperoksit dismutaz, PTM; posttranslasyonel modifikasyon (Liu ve digerleri,
2018)

Tuz toleransinda H202 ve NO’nun olumlu etkilerinin olas1 mekanizmalar1 birka¢ ¢alismada
incelenmistir. Tanou, Molassiotis ve Diamantidis (2009a), turunggil bitkilerinin tuza
alismasi siirecinde H202 ve NO sinyal iletim yolaklarmin ortiistiigiinii belirtmektedir. Tuz
stresi Oncesinde H202 ile SNP nin birlikte uygulandig1 gruplarda, uygulama yapilmamis
kontrol grubuna gore yapraklarda tuzluluk nedeniyle artan protein karbonilasyonu azalmis

ve S-nitrozile edilmis protein miktarlari degismistir (Tanou ve digerleri, 2009)

Tuz stresi kosullarinda H202 ve NO sinyal iletim iliskisi, Arabidopsis’in in vivo NOS
aktivitesi eksik ve NO miktar1 azaltilmig Atnoal mutantinda degerlendirilmistir (Zhao, Tian
ve Zhang, 2007). Atnoal bitkilerinin hem kontrol hem de stres kosullari altinda yabani tip
bitkilerden daha fazla miktarda H>O>’ye sahip oldugu, bdylece bu bitkilerin, oksidatif
streslere karsi yabani tiplerden daha hassas yapida olduklar1 anlagilmistir (Zhao, Tian ve
Zhang, 2007). Celtik bitkisinde OsNOAI'’in asir1 ifadesi arka planda Na'/K® oranim
azaltarak, Atnoal’deki tuz hassasiyetini diizeltmistir (Qiao, Xiao, Yu ve Fan, 2009).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213002256#bib0770
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213002256#bib0770
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213002256#bib0770
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213002256#bib0770
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3. KAYNAK BILDIiRiSLERI

Uchida, Jagendorf, Hibino ve Takabe (2002) tarafindan piring (Oryza sativa L. cv.
Nipponbare) fidelerine su kiiltiiriinde besin ortamina eklenerek yapilan 48 saat boyunca 10
uM H202 ve NO 6n-uygulamasi yaparak sicaklik ve 100 mM tuz stresine maruz biraktiklari
calismalarinda, antioksidan enzim aktivitesi, elektron tasinim aktivitesi, HoO, miktar1 ve
DNA dizi analizi yapilmistir. Calismanin sonucunda H202 ve NO 6n uygulamasi yapilarak
sicaklik ve tuz stresi altinda yetistirilen bitkilerin herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol
grubuna gore kuantum verimi daha yliksek bir Fotosistem II etkinligi ve daha yesil bir
yaprak dokusuna sahip olduklari belirlenmistir. H2O2 ve NO 6n uygulamasi, sadece ROS
stiptiriicii antioksidan SOD, CAT, APX, GR enzimlerinin aktivitesini artirmakla kalmamis
ayni zamanda stres toleransini saglayan genlerin (siikroz-fosfat sentaz, d-prolin-5
karboksilat sentaz, sicaklik soku proteini 26) ifadesini de artirmistir. Arastiricilar piringte,
H20, ve NO etkilesiminin ¢apraz direng olusturarak yiiksek sicaklik ve tuz stresine

toleransin saglanmasinda sinyal molekiilii olarak gérev yaptigini ortaya koymustur.

Kopyra ve Gw6zdz un (2003) acibakla (Lupinus luteus L. cv. ventus) bitkisinde yaptiklar
calismada, disaridan farkli dozlarda tohuma uygulanan NO donoérii olan SNP’nin tuz ve agir
metal stresi kosullarinda tohum ¢imlenmesi ve kok biliylimesi iizerine olan etkisi
incelenmistir. Arastiricilar, 0,1- 800 uM aras1 dozlarda NO’in tohum ¢imlenmesini uyardigi,
bu uyarinin da en fazla 18-24. saatler aras1 belirgin iken, 48. saatten sonra durdugunu boylece
NO uygulamasimin doza ve uygulama stiresine gore degisiklik gosterebildigi sonucuna
varmiglardir. Agir metal stresinin kok gelisimi {izerine olan engelleyici etkilerinin SOD
enzim aktivitesindeki artis ile iyilestirilebildigi ortaya konmustur. Arastiricilar, NO’in SOD
antioksidan enzim aktivitesini tesvik ederek veya O ile reaksiyona girerek peroksinitrit
(ONOO") olusturma yoluyla prooksidan 6zelligi ile hiicrede bulunan Oz miktarini azalttigini

bildirmislerdir.

Zhang ve digerleri, (2006)’ nin 100 mM NacCl stresine maruz birakilan misir fidelerinde
NO’in koruyucu roliinii arastirdigi ¢alismada bitkilere degisen dozlarda (0.1-200 mM)
uygulanan SNP’nin bazi biyokimyasal parametreler {izerine etkisi incelenmistir.
Aragstiricilar, 100 mM SNP’nin, musir fidelerinde kuru agirligi, klorofil miktarini,

(Spd+Spm)/Put oranin1 ve K*/Na* oranmnini artirip, tuza toleransi artirdigi belirlenmistir.
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de Azevedo Neto, Prisco, Ene as-Filho, Medeiros, ve Gomes-Filho (2005) misir (Zea mays
L.) bitkisinin tuza duyarli BR-5011 genotipinde H202’in tuz stresine kars1 koruyucu etkisinin
varligini arastirmis ve bu kapsamda 48 saat boyunca hidroponik ¢ozeltiye 1 mM H20>
eklenerek biiyiitiilen fideleri, 100 mM NaCl stresine maruz birakmis ve kok ve yapraklarda
lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerini (CAT, SOD, GPX, GR, AP)
incelemistir. Calismanin sonucunda H202 On-uygulamast yapilmis bitkilerde lipit
peroksidasyonunun daha az, antioksidan aktivitenin de daha fazla olmasi, énemli bir
abiyotik stres faktorii olan tuzluluga kars1 H2O> tarafindan indiiklenen daha hizli ve daha

giiclli bir yanitin olusturuldugu vurgulamistir.

Zhang ve digerleri, (2006) nin yaptiklari bir diger ¢alismada, NO'in 100 mM NaCl stresine
maruz birakilmis musir fidelerinde, Na*, K" iyon dengesinin nasil diizenlendigini
arastirmislardir. Arastiricilar, 48 saat boyunca NO donorii olarak SNP ile 6n uygulama
yaptiklari bitkilere, pozitif kontrol olmasi bakimindan NO inhibitorii olarak metilen mavisi
(MB-1) de uygulanmistir. Calismanin sonucunda, NO 6n uygulamasi yapilan bitkilerde,
kuru madde ve fotosentetik pigment miktarinda artis, lipit peroksidasyonu gostergesi olan
MDA miktarinda da azalma tespit edilmistir. NO, vakuolar tip H*-ATPaz ve H*-PPaz
aktivitelerinde artisa neden olarak Na*/H" degisim aktivitesini artirmis bu da sitoplazmada
toksik miktarda bulunan Na* iyon miktarini azaltarak, misirda tuz toleransmi artirmigtir. NO
slipiiriiciisii, metilen mavisi, NO’in tiim olumlu etkisini bloke etmistir. Bu bulgu da misir
bitkisinin tuz stresine karsi gelistirdigi toleransinin tamamen NO’den kaynaklandigin

gostermistir.

Zhang, Yang ve He’nin (2004) tuz stresine maruz birakilan Populus euphratica kalluslarinda
H20, ve NO etkilesiminin tuza toleransa olan etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, H2O ve
NO donoérleri ve inhibitorleri kullanilmistir. Kallus ortamma H2O2 dondéri G/GO
(Glikoz/glikoz oksidaz) ve NO donérii SNP uygulamasinin ardindan uygulanan 150 mM
NaCl, i¢sel Na* miktarin1 azalmasina ve K™ un artmasina yol agarak daha yiiksek bir K*/Na*
oraninin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Arastiricilar hem H2O2 inhibitdrii DPI’nin, hem
de NO inhibitdrii cPTIO nun, H202 ve NO’den kaynaklanan olumlu etkiyi tersine ¢evirdigini
bildirmislerdir. Tuz stresi ile birlikte i¢gsel H2O2 ve NO miktarlari artmistir. Distan uygulanan
NO, PM NADPH oksidaz aktivitesini daha da artirarak H20, olusumunu uyarmistir. H20:

liretimi, transmembran elektrokimyasal gradiyent olusumuna yol agar ve hiicrede K*/Na*

oraninin artmasina neden olur. Bu nedenle, arastiricilar PM H-ATPaz aktivitesinin
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artmasinin muhtemelen PM NADPH oksidazin diizenlenmesi yoluyla NO tarafindan tesvik

edildigini bildirmislerdir.

Zhao, Tian ve Zhang’in (2007) 50 ve 100 mM NacCl stresine maruz birakilan Arabidopsis’in
yabani ve mutant tiplerinde (Arabidopsis’in in vivo NOS aktivitesi eksik ve NO miktari
azaltilmis Atnoal mutanti) NO’in, tuz toleransindaki rolii arastirilmistir. Calisma
kapsaminda iyon miktarlari, tohum ¢imlenme ylizdesi, kok uzamasi, sagkalim orani gibi
biliyiime parametreleri ile, i¢sel H2O2 miktari, NOS (Nitrik Oksit Sentaz) aktivitesi gibi
fizyolojik parametreler incelenmistir. Sonug olarak, tuz stresinin NOS aktivitesini inhibe
ederek i¢sel NO miktarini azalttigi belirlenmistir. Arastiricilar, NOS aktivitesi eksik mutant
Atnoal genotipinde Na*/K" oraninin daha yiiksek, tohum ¢imlenmesinin ve kok uzamasinin
daha inhibisyonu, sagkalim oranlarinin daha diisiikk oldugu ve igsel H2O> birikiminin daha
yiksek olmasinin NO ile Arabidopsis'in tuz stresine toleransinin yakindan iliskili
olmasindan kaynaklandigi sonucuna varmislardir. Bu bulgular, NO’in bitkiler igin birgok

fizyolojik mekanizmada anahtar molekiil olarak islev gordiigiinii ortaya koymaktadir.

Fan, Guo, Jiao, Zhang ve Li’nin (2007) salatalikta besin ortamina 50 mmol/L NacCl ile
birlikte degisik dozlarda (10-400 pmol/L arasi) uygulanan NO’ in biiyiime, ROS
metabolizmasi ve fotosentetik karakterler {izerindeki etkileri ¢alisilmistir. Arastiricilar, 400
pmol/L NO’in bitkide toksik etki gosterdigi, ancak 100 pmol/L SNP’ nin fidelerde tuzdan
kaynaklanan biiyiime hasarini azaltarak fide gelisimini artirdigi bildirilmistir. SOD, POD,
CAT, APX aktivitelerinin ve fotosentetik pigment ve prolin miktarinin diisik dozda NO
uygulamast ile arttig1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma da NO’ in tuz toleransindaki koruyucu

roliinii gostermekle kalmayip, NO’in bitkilerde doza bagli bir etki yaptigini kanitlamistir.

Dubovskaya, Kolesneva, Knyazev ve Volotovskii’nin (2007) distan uygulanan 100 uM NO
dondrii SNP’nin 20mM H202 uygulamas: ile olusturulan oksidatif stres altinda aseptik
kosullarda yetistirilen 56 giinliik tiitiin (Nicotiana plumbaginofolia) fidelerinde, MDA, total
DNA, protein, ATP miktar1 ile kaspaz enzim aktivitesi {izerine etkisini incelemislerdir.
Arastiricilar distan diisiik konsantrasyonda uygulanan NO’in, lipid oksidasyonunu inhibe
ederek, total DNA'nin pargalanmasimi oOnledigi ve hiicrede c¢oziinebilir proteinlerin
birikmesini 6nledigi, yliksek konsantrasyonda uygulanan NO’in ise kaspaz benzeri
aktiviteyi indiikleyerek DNA ve ¢oziinebilir proteinlerin bozunmasini ve ATP sentezinin

azalmasini sagladigin1 belirtmislerdir. Elde edilen bulgular, NO'un bitkilerde hem
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dogrudan antioksidan olarak gorev yapan bir bilesik hem de antioksidan enzim aktivitesini

uyaran bir sinyal molekiilii oldugu hipotezini kanitlamaktadir.

Tanou, Molassiotis ve Diamantidis’in (2009a) Citrus aurantium L. (turung) bitkisine kokten
100 uM NO donorii SNP (48 saat) ve 10 uM H20> (8 saat) 6n uygulamasi yaparak 16 giin
boyunca 150 mM NaCl stresine maruz biraktigi ¢alismasinda, H2O2 ve NO’in, antioksidan
CAT, SOD, APX, GR enzim aktiviteleri iizerine etkisi incelenmistir. Buna gore, H2O2 ve
NO 6n uygulamasi yapilan gruplarda tuz stresi tarafindan indiiklenen oksidatif stresin
antioksidan enzim aktivitelerindeki artis ile 1iyilestirilebildigi sonucuna varilmistir.
Calismada ayrica NO’in, damar dokularinda ve epidermal hiicrelerde tiretildigi Real time
imaging (gercek zaman goriintiilenmesi) teknigi kullanilarak belirlenmistir. Tuzluluga bagh
olarak olusan protein oksidasyonunun (karbonilasyonu) da yapilan 6n uygulamalar ile
tamamen geri doniistiiriildiigi kantitatif analizler ve protein blotting analizleri ile tespit
edilmistir. Tiim bu sonuglar, tuz stresi kosullarinda yetistirilen turung agaglarinda H>O> ve
NO’in primer benzeri antioksidan aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Ayni kosullarda
yetistirilen ve ayni 6n uygulamalara maruz birakilan turung bitkilerinde 150 mM tuz
stresinin olumsuz etkilerinin H202 ve NO 6n uygulamalar ile iyilestirebilirligi, Tanou ve
digerleri, (2009) tarafindan yapilan bir diger ¢alisma ile de ortaya konmustur. Koklerine SNP
on-uygulamasi yapilan bitkilerde S-nitrozile proteinlerin biiyiik bir kisminin NaCl-cevap
proteinleri olarak ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Ifadesi H.O; ve NO tarafindan indiiklenen bu
proteinlerin; fotosentez, savunma mekanizmasi, enerji/glikoliz yolu ile iliskili oldugu
belirlenmistir. Biitin bu veriler, NO-6n-uygulamasinin 06zellikle protein ifadesini
diizenledigini ve bu NO-spesifik proteinlerin tuza alisma cevabinin olusturulmasinda 6nemli
rol oynadigimmi vurgulamiglardir. Citrus’ ta tuza alisma siirecinde H.O2 ve NO sinyal
yolaklarinin ortiistiigli, tuz stresi oncesinde uygulanan H20. ve SNP uygulamalarinin
tuzluluk ile uyarilan protein karbonilasyonunu azaltarak yapraklarda S-nitrolize edilmis
proteinlerin birikim diizeylerini kontrol bitkilerine gore degistirdikleri tespit edilmistir.
Sonu¢ olarak; H2O2 ve NO’ in kisa siireli 6n-uygulamasinin ardindan uygulanan daha
siddetli strese kars1 toleransin tesvik edilmesi, H202 ve NO’ in ROS ve RNS aracili bir sinyal

molekiilii olma olgusu ile iligkili olabilecegine saglam bir kanittir.

Moskova, Todorova, Alexieva, Ivanov ve Sergiev’in (2009) yaptig1 bir ¢alismada bir ¢esit
herbisit olan “paraquat” stresi altindaki bezelye (Pisum sativum) bitkisinde stresin olumsuz

etkilerini azaltmak amaciyla H202 on-uygulamasi yapilmis ve enzimatik ve enzimatik
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olmayan antioksidan aktivitelerine ait sonuglar degerlendirilmistir. Buna gore; sadece
paraquat uygulamasi yapilan kontrol grubunda MDA miktarinda artig gézlenirken H2O2 6n-
uygulamasi yapilmis grupta herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Katalaz ve glutatyon-S-
transferaz aktiviteleri her iki grupta da artis gostermistir. Arastiricilar HoO2 6n-uygulamasi
yapilmis bezelye bitkilerinde paraquatin olumsuz etkilerine kars1 6nemli bir sekilde iyilesme

gormiisler ve H.O2 nin stresi hafifletici yeni bir bilesen oldugunu ortaya koymuslardir.

Zhang, Jia ve Yu’nun (2011) H202 6n uygulamasimnin kuraklik stresi iizerine etkilerinin hiyar
bitkisine ait (Cucumber) iki farkli ekotip (Kuzey Cin ve Giliney Cin ekotipi) ile yaptigi
calismada ikinci gergek yapraklarimi ¢ikaran fidelerde, H202’in, antioksidan enzim
aktivitesi, MDA miktar1 ve hiicre ultrastriiktiirii tizerine olan etkileri incelenmistir.
Arastiricilar, H2O2 On-uygulamasinin antioksidan enzim aktivitesini artirdigi ve MDA
miktarini azalttigini tespit etmislerdir. Elektron mikroskobu incelemelerine gore kuraklik
stresi ile birlikte gelisen, kloroplast ve mitokondri zarlarindaki bozulmanin, H2O2 6n-

uygulamasi yapilan gruplarda stres gruplarina gore diizelebildigi bildirilmistir.

Glizel ve Terzi’nin (2013) 0,5 mM bakar stresi altindaki iki farkli misir genotipinde yaptigi
bir diger ¢aligmada 0,5 mM H202 6n-uygulamasinin stresin olumsuz etkilerinin kuru madde,
iyon ve denge olusturan uygun ozmotik maddelerin miktarlari (total protein, prolin,
coziilebilir seker miktar1) tizerindeki etkileri incelenmistir. Arastiricilar, H2O, oOn-
uygulamasinin her iki misir genotipinde iyon, prolin, ¢dzilinebilir protein ve sekerler gibi
ozmotik ¢oziiclilerin miktarlarini artirarak bakir stresine karsi koruyucu bir etki yaptigini

ortaya koymuslardir.

Li, Qiu, Zhang ve Wang’in (2011) yaptig1 bir ¢alismada kurakliga duyarli ve direngli iki
farkli bugday genotipinde H202 6n-uygulamasinin kuraklik stresi altinda biiyiime ve gelisme
ile antioksidant enzim aktivitesi iizerine olan etkisi incelenmistir. Kurakliga duyarh
genotipte ¢cimlenmenin tesvik edildigi, kok ve govde gelisiminin ise her iki genotipte de

arttig1 tespit edilmistir.

Christou, Manganaris ve Fotopoulous (2014) tarafindan yapilan bir c¢alismada, ¢ilek
bitkisinde tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltmak amactyla bitkilerin koklerine uygulanan

H202 ve NO donorii olan SNP 6n-uygulamasinin iyilestirici etkileri lizerinde durulmustur.



30

On-uygulama yapilmamis bitkilerde tuz stresinden oliimciil derecede bir etkilenme

goriiliirken 6n-uygulama yapilmis bitkilerde biiylimenin daha fazla oldugu gozlemlenmistir.

Wu, Hongye, Lixiu, Kunming ve Liqun’un (2015) H202 ve NO dondr ve inhibitorleri ile
yapilan 6n uygulamalarin ardindan (6 saat), yiiksek sicaklik stresine maruz birakilan (45 °C’
de 30 dk) Arabidopsis thaliana tohumlarinda antioksidan enzim aktivitesi Ol¢tilmiistiir.
Arastiricilar, yiiksek sicaklik stresi altinda, distan uygulanan H202’in i¢sel H2O2 miktarini
yiikseltmedigi, hatta NO dondrleri SNP ve SNAP uygulamalarinin azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Bu bilgi de yine disaridan uygulanan NO siiptiriiciisii ¢cPTIO uygulamasi ile
dogrulanmistir, ¢linkii bu uygulama i¢sel H,O> miktarinda artisa yol agmistir. Western
blotlama ve gercek zamanl ters transkripsiyon PCR analizleri de NQO'in yiiksek sicaklik
stresinin DNA baglama aktivitesi ve sicaklik soku proteinlerinin birikimi tizerinde H202’in
olumsuz etkilerini ortadan kaldirdigin1 gostermistir. SNP ve SNAP"n, antioksidan enzimler
katalaz, askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz aktivitelerini artirdigi, c-PTI1O'nun ise

inhibe ettigi bildirilmistir.

Ulkemizde ise 2015 yilinda yapilan bir doktora tezinde (Raziye Akar, 2015), marul
fidelerinin yapraklarina 50 uM ve 100 uM SNP uygulandiktan 48 saat sonra fidelere 50 mM
ve 150 mM NaCl uygulanmis ve SNP'nin tuz stresi altindaki etkileri arastirilmistir. Kontrol
ile karsilastirildiginda tuz uygulamasinin marul yapraklarinda GA, 1AA, SA ve bazi amino
asitlerin konsantrasyonlarini 6nemli oranda azalttigi, MDA, H202, ABA, toplam fenolik
madde konsantrasyonlarini, APX, CAT, POD, SOD aktivitelerini, ¢oziinebilir sekerlerin
(glukoz, fruktoz, maltoz ve siikroz) ve bazi organik asitlerin miktarlarini artirdigi
belirlenmistir. Ote yandan, marul fidelerine tuz uygulamasindan 48 saat dnce yapraklara
uygulanan SNP'nin MDA, H202, ABA konsantrasyonlarini azaltmak, GA, IAA, SA ve bazi
amino asitlerin konsantrasyonlarini artirmak, antioksidan enzimlerin (APX, CAT, POD ve
SOD) aktivitelerini, toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan kapasiteyi daha fazla
artirmak yoluyla tuz stresine toleranst Onemli oranda tesvik ettigi belirlenmistir.
Arastiricilar, SNP, tuz stresi ile birlikte artan ROS miktarim1 azaltarak, fenolik madde,
antioksidan enzim aktiviteleri ve tuza toleransta rol oynayan anahtar genlerin ifadelerini
artirarak marul fidelerini tuz stresinin olusturdugu olumsuz etkilerden etkili bir bigimde

korudugunu bildirmislerdir.
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Artvin ve Mardin genotipine ait patlican (Solanum melongena L.) tohumlari (Yasar, 2003)
petri kutularina ekilerek sadece sulanmistir. Daha sonra 2:1 oraninda torf:perlit igeren

saksilara ekilmistir. Kullanilan torfun bilesimi Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Deneyde kullanilan torfun bilesimi

Bilesimi Kimyasal Ozellikler:
Siyah torf (%) 30 Cu (mg kgt) 16.7
Beyaz torf (%)70 Toplam N (mg 1 1) 210
pH 6.0 P.0s (mg | 1) 240

Tuz (dSm 1) 0.4

K20 (mg 1 %) 270

Tarla Kapasitesi (%) 80.0

S (mg|t) 150

Solma Noktas1 (%) 15.0

Dordiincti gergek yapraklarini ¢ikarana kadar tam kuvvetteki Hoagland besin ¢6zeltisinden
(Hoagland ve Arnon, 1938) hazirlanan 2 kuvvette hazirlanan Hoagland kiiltiir ¢ozeltisi ile
sulamaya devam edilmistir. Tam kuvvetteki Hoagland besin ¢ozeltisinin bilesimi Cizelge

4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Hoagland kiiltiir ¢ozeltisinin bilesimi

Makroelementler g/ It*
Ca(NOs3)2.4H,0 0,4105
KNO3 0,253
KH2PO4 0,068
MgSOs.7 H.O 0,06
Mikroelementler ol It
MnCl». 4H,0 0,009
H3BO3 0,0145
ZnCl 0,00006
CuCl,.2 H20 0,000025
Na(EDTA), 0,025

*:1/2 oraninda sulandirilmis Hoagland besin ¢6zeltisi hazirlamak igin belirtilen makro ve
mikro element miktarlar1 2 It distile suda eritilmistir. Cozeltinin pH’s1 0.05 mM KOH ile
5,7-5,8’e ayarlanmistir.

Cimlenme ve biiylime devresini kapsayan tiim calismalar “Digi-Tech Growth Chamber
PG34-3” iklim odasinda kontrollii kosullarda yapilmistir. Sicaklik 25 °C, nem ise %60-70
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olarak ayarlanmistir. Bitkilerin biyiitiildiigii iklim odasina ait genel goriinti Resim 1’de

verilmistir.

Sekil 4.1. Bitkilerin biiyiitiildiigii iklim odasindan genel bir goriintii.

Fideler dordiincii gercek yapraklarini ¢ikarana kadar sadece !4 kuvvette Hoagland kiiltiir
cozeltisi ile sulanmistir. Dordiincti gergek yapraklarini ¢ikaran fidelere, yapraktan spreyleme
yoluyla iki giin (48 saat) boyunca SNP, H202, NO, DPI, cPTIO uygulamalar: tek tek ya da
farkl kombinasyonlarla yapilmistir. Kimyasal uygulamalar1 48 saat boyunca her 6 saatte bir
yapilmistir. Kimyasal uygulamalarinin ardindan bitkis ulama suyuna 100mM NaCl eklemek
suretiyle yapilan tuz uygulamalarina gecilmistir. Toplam 10 giin siiren tuz uygulamasindan
sonra bitkiler hasat edilmis ve yapilmasi planlanan analizlerin amacina uygun bir sekilde

saklanmuistir.
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Sekil 4.2. Uygulama asamasinda fidelere ait goriintiiler (A. Artvin, B. Mardin).

4.2. Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Deneyimizde uygulanan kimyasallar ve molekiil formiilleri Cizelge 4.2°’de verilmistir,
kimyasal dozlar1 da Zhang ve digerleri (2007) nin benzer konuda yaptiklar1 ¢alisma esas

alinarak yapilmistir.

Cizelge 4.1. Deneyde kullanilan kimyasal maddeler ve molekiil formiiller

Kimyasal Islevi Molekiil Formiili
H202 H.02 H
\
0] —O\
H
I
Cl
SNP NO Donérii Nay[Fe(CN)sNOJ] « 2H-0
cPTIO NO Inhibitérii HiG + O -
HsC ;\[ N 0
HsC Nj < ___ > (
HC & Ok
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Deneyimizde kullanilan uygulama gruplari, kulanim miktarlari ve kullanim amaglar1 asagida

verilmistir.

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Kontrol: bitkinin normal biiyiimesini géstermek i¢in olusturulan ve yanlizca Hoagland
Kiiltiir Cozeltisi ile sulanan bitkiler.

Tuz: Yanlizca 100 mM NaCl uygulamasi): tuz stresinin etkilerini gozlemlemek igin
olusturulmus ve sadece 100 mM NaCl uygulamast ile sulanan grup

5mL 0,5 mM H2O,: Disardan eklenen H2O>’in hiicrede meydana getirdigi degisiklikleri
gbozlemlemek icin olusturulmustur.

5 mL 0,3 mM SNP: Disardan eklenen SNP’in (NO Dondrii) hiicrede meydana getirdigi
degisiklikleri gozlemlemek i¢in olusturulmustur.

5 mL 0,2 mM DPI: Disardan H20 inhibitérii eklenip hiicredeki H.O, ortadan
kaldirildiginda hiicrede neler oldugunu gorebilmek i¢in olusturulmustur.

5 mL 0,2 mM cPTIO: Disardan NO inhibitérii eklenip hiicredeki NO ortadan
kaldirildiginda hiicredeki etkisini gorebilmek i¢in olusturulmustur.

5 mL 0,5 mM H202 + 5 mL 0,2 mM cPTIO: Disardan NO inhibitorii ve H202 eklenip
hiicredeki NO ortadan kaldirildiginda sadece H:02’in etkisini gdrebilmek i¢in
olusturulmustur.

5 mL 0,3 mM SNP + 5 mL 0,2 mM DPI: Disardan H20> inhibitorii ve NO eklenip
hiicredeki H2O> ortadan kaldirildiginda sadece NO’in etkisini goérebilmek igin
olusturulmustur.

100 mM NaCl: Tuzun etkisini gormek i¢in olusturulmustur.

100 mM NaCl + 5 mL 0,5 mM H02: H2O2'nin tuz stresindeki etkisi igin
olusturulmustur.

100 mM NaCl + 5 mL 0,2 mM DPI: Hiicrede hi¢ H20, yokken bitkinin streste nasil bir
zarar gordiigiinii gorebilmek icin olusturulmugtur.

100 mM NaCl + 5 mL 0,3 mM SNP: NO‘nin tuz stresindeki etkisini gérebilmek igin
olusturulmustur.

100 mM NaCl + 5 mL 0,2 mM cPTIO: Hiicrede hi¢ NO yokken streste bitki nasil bir
zarar gordiigiinii anlayabilmek i¢in olusturulmustur.

100 mM NaCl + 5 mL 0,2 mM DPI+ 5 mL 0,3 mM SNP: Hiicrede hi¢ H.O2 yokken NO
nasil bir etki gosterdigini gorebilmek icin olusturulmustur.

100 mM NaCl + 5 mL 0,5 mM H202+ 5 mL 0,2 mM cPTIO: Hiicrede hi¢c NO yokken

H202 nasil bir etki gosterdigini gérebilmek i¢in olusturulmustur.
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16. 100 mM NaCl + 5 mL 0,2m M DPI+ 5 mL 0,2 mM cPTIO: Hiicrede hem H202 hem de

NO yokken neler oldugunu anlayabilmek i¢in olusturulmustur.
4.3. incelenen Parametreler

Calismada, Artvin (duyarli) ve Mardin (dayanikli) genotipinlerine (Yasar, 2003) ait patlican
(Solanum melongena L.) fidelerinde yaprak taze agirligi, klorofil miktart (Lichtenthaler,
1987), Malondialdehit (MDA) miktar1 (Lutts, Kinet ve Bouharmont, 1996), igsel H20O»
miktar1 (Velikova, Yordanov ve Edreva, 2000), i¢sel prolin miktar1 (Bates, Waldren ve
Teare, 1973), antioksidatif enzim aktiviteleri (SOD ve CAT) ve iyon analizleri (Prakash ve

Prathapasenan, 1988) yapilmustir.
4.3.1. Yapraklarin taze agirhg:

Uygulamalar sonrasinda hasat edilen yapraklarin taze agirliklar1 (TA) hassas terazide

tartilarak gram cinsinden belirlenmistir.

4.3.2. Yaprak dokularinda Kklorofil a, klorofil b, toplam Kklorofil ve karotenoid
miktarlariin belirlenmesi

Yaprak dokularinda klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid miktar1 Lichtenthaler
(1987)’in yontemine gore belirlenmistir. Bunun i¢in yaprak dokularindan alinan diskler
tartildiktan sonra ependorf tiiplerine konularak, tizerine 1 ml %100 aseton ilave edilmistir.
Dokular tamamen beyazlasip, pigmentlerini kaybettiginde elde edilen siipernatanttan
spektrofotometrede 661,6; 644,8 ve 470 nm’de absorbans okumalar1 yapilmistir. Klorofil a,
klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid miktarlar1 agsagidaki formiiller yardimiyla mg.ml

1 g1.TA olarak hesaplanmustir.

Klorofil a = (11,24 x A661,6) — (2,04 x A644,8)

Klorofil b = (20,13 x A644,8) — (4,19 x A661,6)

Klorofil a+b = (7,05 x 1661,6) + (18,09 x 1644,8)

Karotenoid = [(1000 x A470) — (1,9 x kl.a) — (63,14 x kl.b)] / 214
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4.3.3. Yaprak dokularinda prolin analizi

Prolin analizi, Bates, Waldren ve Teare, (1973)’nin yontemi kullanilarak belirlenmistir. 100
mg taze yaprak dokusu 2 ml %40°lik metanol igerisinde ekstrakte edilmistir. 1 ml’sinde 25
mg ninhidrin igeren glasiyel asetik asit ve 6 M’lik ortofosforik asit (3:2, v/v) ¢ozeltisinden 1
ml alinip ekstraktin 1 ml’si ile karistirilmis ve su banyosunda 100 °C’de 1saat boyunca
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda tiipler buz banyosuna alinarak reaksiyon tamamlanmustir.
Karistma 5 ml toluen ilave edilerek, bir tiip karistiricist ile 20 saniye karigtirilmistir.
Kromofor igeren toluen, sivi fazdan ayrilarak Spektrofotometrede 528 nm’de absorbans
okumalar1 yapilmistir. Kor olarak toluen kullanilmistir. Orneklerdeki prolin miktar: umol

prolin/g TA olarak hesaplanmustir.

4.3.4. Yaprak dokularinda malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki Malondialdehit (MDA) miktari, Lutts, Kinet ve Bouharmont (1996)
tarafindan yapilan ¢aligma esas alinarak 6l¢iilmiistiir. Bu yonteme gore; 0.2 g taze yaprak
ornegi alinip, tlizerine 5 ml %0,1’lik trikloro asetikasit (TCA) ilave edilmis ve havanda
ezilerek homojenize edilmistir. Homojenat 12500 rpm’de 20 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. 5 ml’lik ekstrakttan 3 ml siipernatant alinarak tiipe konmustur. Uzerine %20’lik
TCA iginde %0,5’lik thiobarbutirik asitten (TBA) 3 ml ilave edilmistir. 90 °C’de 30 dakika
su banyosunda bekletilen karisimin Analytic Jena 40 model spektrofotometrede 532 ve 600
nm’de absorbans okumalar1 yapilmistir. Kor olarak %20’lik TCA i¢inde %0,5’lik TBA
kullanilmistir. Orneklerdeki MDA miktart;

MDA = (A 532 — A 600) x ekstrakt voliimii/(155 mM/cm) x taze agirlik formiilii kullanilarak

nmol/g TA olarak hesaplanmistir.

4.3.5. Antioksidatif enzim analizleri

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, NBT nin (nitro blue tetrazolium kloridin) 1s1k altinda
O tarafindan indirgenmesi metoduna gore Ol¢iilmiistiir. Tiim ¢ozeltiler konduktan sonra
reaksiyon ortami son hacim 5 ml olacak sekilde; cam erlenler igerisine énce 0.1 mM Na-
EDTA igeren 50 mM’lik fosfat tamponu, lizerine sirastyla enzim ekstrakti (25-100 pl), 0,5
ml 50 mM Na.COs (pH=10,2), 0,5 ml 12 mM L-methionine, 0,5 ml 75 uM P-nitro blue
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tetrazolium klorid (NBT) ve 10 uM riboflavin eklenmistir. NBT’ nin Oz tarafindan
indirgenmesi, 6rneklerin 24 °C’de ve 400 pmol m s 151k intensitesi altinda 10-15 dakika
tutulmasi ile olusturulmustur. Bir SOD aktivitesi {initesi (U), 560 nm’de Olg¢iilen NBT
indirgenme oraninin %50’sinin engellenebilmesi i¢in gereken enzim miktar1 olarak ifade

edilmistir.

Katalaz aktivitesi (CAT), H202’in 240 nm’de (E=39,4 mM cm™) parcalanma orani esas
almarak Olclilmiistiir. Bu enzim analizinde son hacim 1 ml olacak reaksiyon ortamina 0,1
MM Na-EDTA igeren 50 mM’lik fosfat tamponu, 0,1 ml 100 mM H2O> ve enzim ekstrakti
ilave edilmistir. Hazirlanis1 agiklanan ekstrakta 10’ar saniye ara ile 1 dakika siiredeki H2O>
dekompozisyonu spektrofotometrede okunmus ve CAT aktivitesi umol/min/g T.A. olarak

hesaplanmustir.

4.3.6. Yaprak dokularinda H20: analizi

H202 miktar1 Velikova, Yordanov ve Edreva (2000) metoduna gore yapilmistir. 500 mg
yaprak dokusu, 5 ml % 0,1 (w/v) TCA ile buz banyosunda homojenize edilmis ve homojenat
12 000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanta 0.5 ml 10
mM Potasyum Fosfat tamponu (pH 7.0) ve 1 ml 1M KI eklenmistir. Siipernatantin
absorbansi1 390 nm’de spektrofotometrede okunmustur. Sonuglar, umol H,O2 g ™! TA olarak

verilmistir.
4.3.7. iyon analizi

Bitki orneklerindeki iyon analizleri i¢in ekstraktlar Prakash ve Prathapasenan (1988)
metoduna gore hazirlanmistir. Buna gore; kurutulup giitiilen bitki 6rneklerinden 100’er mg
tartilarak deney tiiplerine konulmustur. Orneklerin iizerine 5 ml 0,1 N HNO3 eklenecek, su
banyosunda 1 saat kaynatildiktan sonra siizlilmiistiir. Ayn1 islem 2 kez daha uygulanip her

defasinda berrak siipernatant toplanmaistir.

Siipernatanttaki Na* ve K* konsantrasyonlari Eppendorf Flamefotometre ile belirlenmistir.

Iyon miktarlar1 mg iyon/g KA olarak hesaplanmustir.
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4.3.8. istatistiksel analiz

Deneme tesadiif parsel desenine gore kurulmus ve 3 tekerriirde gerceklestrilmistir. Elde
edilen sayisal verilere IBM SPSS 21.0 paket programu ile degerlendirilmistir. Oncelikle her
iki genotipe ait veriler ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve her genotipin kendi icindeki degisimlerin
anlamli olup olmadig1 varyans analizi (One- way-ANOVA) ile incelenmis, uygulamalar
arasindaki farklarin 6nem kontrolii Duncan testi ile yapilmistir (Anlamlilik diizeyi: 0,05).
Daha sonra tiim tekerriirlere ait ortalama degerler de t-testi ile degerlendirilmis, boylece

cesitler arasindaki farkin 6nem kontrolii yapilmistir.
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5. BULGULAR

Hoagland besin ¢ozeltisi ile dort-bes yaprakli doneme kadar biiyiitiilen patlican (Solanum
melongena L.) bitkisine ait (Artvin, Mardin) fidelerin yapraklarina H>O2 ve NO dondrleri
(H202, SNP) ile inhibitorleri (DPI, cPTIO) 48 saat siiresince spreylenerek uygulanmis,
sonrasinda 10 giin boyunca 100 mM NaCl’e maruz birakilarak biiyiitilmeye devam
edilmistir. Uygulamalarin iyon dengesi, lipit peroksidasyonu, antioksidan enzim aktivitesi
ve etkilesimleri ile H202 ve NO 6n uygulamalariin oksidatif mekanizma tiizerine olasi

katilim1 ve tuz stresinin olumsuz etkilerini iyilestirici etkisi arastirilmistir.

Artvin ve Mardin genotipine ait ortalama degerlere, incelenen biitiin parametreler i¢in t-testi

uygulanmaistir.

350
300

250

200 Artvin

150 8 Mardin

100

50
0 P EET e B .% .lﬁ.

kla klb klaveb karot MDA CAT SOD H202 Prolin Na K Na_K

]

Sekil 5.1. Incelenen parametrelerin t-testi ile genotiplere gore degerlendirilmesi

T-testinin sonucunda elde edilen grafik Sekil 3.1°de, genotipler arasindaki fark 6nemli olan
t degerleri ise Cizelge 3.1°de verilmistir. Buna gore; genotipler arasindaki fark, MDA, H202,
Prolin, K™ miktarlar1 ve SOD aktivitesi ile K/Na oram i¢in anlamli; klorofil a, klorofil b,
klorofil a+b, karotenoid, Na* ve yaprak yas agirlik miktarlari ile CAT aktivitesi i¢in anlamli

bulunamamaistir (p<0,05).

Cizelge 5.1. Incelenen parametrelerin t-testi ile genotiplerine gére degerlendirilmesi

MDA | SOD H>02 Prolin Na K K /Na
t degeri 9,029 | 67,975 | -17,676 -16,285 | 2,132 | -22,901 | -1,668

Bulgular, bu béliimde altbagliklar halinde verilmistir.



40

5.1. Yaprak Taze Agirhgindaki Degisimler

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin yaprak taze agirligi iizerindeki etkileriyle

ilgili veriler Sekil 5.2” de verilmistir. Yaprak taze agirligr bakimindan uygulamalara kars1

gosterilen tepkide, genotipler arasindaki fark, p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmamistir

(Sekil 5.1).
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Sekil 5.2. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde yaprak taze agirliklarinin degisimi
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Tuz stresi (T), her iki patlican genotipinde de yaprak taze agirligini kontrol bitkilerine (K)

gore azaltmistir.

Yalnizca H2O, uygulanmis bitkilerde yaprak taze agirligi, K grubuna gore azalirken T
grubuna gore artmistir. Bu artis Artvin genotipinde anlamli bulunmustur. Yaprak taze
agirhgl, HoOz+tuz uygulama grubunda, sadece H2O2 uygulamasina gére onemli miktarda

azalmstir.

Yalnizca SNP (NO dondrii) uygulamasi yapilan bitkilerde, her iki genotipte de yaprak taze
agirhigi K grubuna gore azalmig ancak T grubuna gore artmistir. SNP+tuz uygulamas: Artvin
genotipinde yalnizca SNP uygulamasina gore azalmaya neden olurken, Mardin genotipinde
artisa neden olmustur, T grubu ile karsilastirildiginda ise her iki genotipte de yaprak taze

agirliginda artis goriilmektedir.

Yalnizca DPI (H20: sentez inhibitorii) uygulamasi ve DPI+tuz uygulamast, her iki genotipte

de yaprak taze agirligim1 hem K hem de T grubuna goére azaltmistir.

Yalnizca cPTIO (NO siipiiriiciisii) uygulamasinda her iki genotipte de yaprak taze agirligi K
ve T gruplarima gore onemli sekilde azalmistir. cPTIO+tuz uygulamasinda ise yanlizca
CPTIO uygulanan gruba gore Artvin genotipinde azalmaya neden olurken Mardin

genotipinde artig gézlenmistir.

H202+cPTIO (NO siipiiriiciisii) uygulamasinda yaprak taze agirhigi hem K hem de T
uygulamasina gore her iki genotipte de azalmis, H2O2+cPTIO+tuz uygulamasinda ise
H202+cPTIO uygulamasina gére Artvin genotipinde azalma, Mardin genotipinde artig

gorilmiistiir.

NO donorii SNP ile H202 sentez inhibitorii DPI’nin kombine edildigi uygulama grubunda,
yaprak taze agirliklar1 K ve T grubuna gore her iki genotipte de azalmis, SNP+DPI+tuz
uygulamasinda ise SNP+DPI uygulamasina gore Artvin genotipinde artis, Mardin

genotipinde ise azalma goriilmiistiir.

H2O>+SNP uygulamasinda yaprak taze agirligi hem K hem de T uygulamasina gore her iki
genotipte de artmistir. HzO2+SNP+tuz uygulamasinda ise H20.+SNP grubu ile
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karsilastirildiginda yaprak taze agirligi azalmis olmakla birlikte K ve T gruplarina goére

artmistir.

cPTIO+DPI uygulamasinda her iki genotipte de yaprak taze agirligi K ve T gruplarina gore

azalmis ve cPTIO+DPI+tuz uygulamasinda bu azalma artarak devam etmistir.

Sonug olarak bu veriler, sadece H202 veya NO uygulamasi yapilan gruplarda yaprak taze
agirhgmin K, T uygulamalarina gore arttigi, H2O2 ve NO inhibitorlerininin birlikte
uygulandig1 gruplarda azaldigi, donér ve inhibitdrlerin birlikte uygulandigi gruplarda ise
inhibitorlerin tek basmma uygulandigi gruplardan daha yiliksek bir degere ulastigi
belirlenmistir. H2O2 ve NO’in birlikte uygulandig1 gruplarda ise yaprak taze agirligi K, T ve

bu maddelerin sadece birinin uygulandigi gruplara gore artmistir (Sekil 5.2).

5.2. MDA (Malondialdehit) Miktarindaki Degisimler

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinde MDA miktarinda olusturdugu degisimler
Sekil 5.3’de verilmistir. MDA miktar1 bakimindan uygulamalara kars1 gosterilen tepkide,
genotipler arasindaki fark (t=9,029), p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Sekil 5.1).

Tuz stresi her iki patlican genotipinde de MDA miktarini, K grubuna gore artirmistir. Bu

artig Artvin genotipinde Kontrol grubunun 6,2 kati iken, Mardin genotipinde 1,7 katidur.

H202 uygulamasi MDA miktarini her iki genotipte de Kontrol grubuna gore artirmis, T
uygulamasina gore azaltmistir. Artvin genotipinde bu azalma T grubuna gore 1,2 kat
olurken, Mardin genotipinde 1,7 kat olmustur. H2O2+tuz uygulamasi, sadece tuz uygulamasi
yapilan gruba gére MDA miktarini Artvin genotipinde 1,7 kat, Mardin genotipinde 1,05 kat
artirmigtir. Diger yandan her iki genotipte de H202 ve H2O2+tuz uygulamas: arasindaki fark

anlamli bulunmamuistir.

NO donérii SNP uygulamasi, Artvin genotipinde MDA miktarin1 T grubuna gore 1,7 kat
Mardin genotipinde ise 1,26 kat azaltmistir. SNP+tuz uygulamasinda MDA miktar1 Artvin

genotipinde T grubuna gore 1,6 kat, Mardin genotipinde 1,18 kat azalmistir.

H20: sentez inhibitorii DPI uygulamasi, T grubuna gore MDA miktarin1 Artvin genotipinde

1,12 kat, Mardin genotipinde ise 2,2 kat artirmigtir. DPI+tuz uygulamasinda MDA
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miktarinda yaklasik Artvin genotipinde 1,4 kat, Mardin genotipinde 3,74 katlik bir artis

olmustur.
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Sekil 5.3. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde MDA miktarinin degisimi

NO siipiiriiciisii CPTIO uygulamasi yapilan bitkilerde T grubuna gére MDA miktar1 Artvin
genotipinde 1,2 kat, Mardin genotipinde 3,74 kat artmistir. cPTIO+tuz uygulamasi ise, MDA
miktarinda dnemli bir degisime yol agmamis ve tuz uygulamasi yapilmayan grupla ayn

kalmistir.
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H20: ile birlikte NO siipiiriiciisii cPTIO nun beraber uygulandigi H2O2+cPTIO uygulama
grubunda MDA miktar1 T grubuna gore, Artvin genotipinde 1,5 kat, Mardin genotipinde ise,
2 kat artmistir. HoO2+cPT10+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde, her iki genotipte de MDA

miktart hem T hem de H202+cPTIO uygulamasina gore artmistir.

NO dondrii SNP ile birlikte H202 inhibitérii DPI’'nin beraber uygulandigi SNP+DPI
uygulamasinda MDA miktar1 T grubuna gore Artvin genotipinde 1,2 kat, Mardin
genotipinde ise 2 kat artmistir. SNP+DPI+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde MDA miktari
SNP-+DPI uygulamasindan ve T grubundan daha yiiksek bulunmustur.

H202+SNP uygulamasinda, her iki genotipte de MDA miktarindaki azalma anlamh
bulunmusgtur. H202+SNP+tuz uygulamasi her iki genotipte de MDA miktarinin H2O2+SNP

uygulamas yapilan bitkilere gore daha yiiksek olmasina sebep olmustur.

H20: inhibitorii DPI ve NO siipiiriiciisii cPTIO nun beraber uygulamasinda T grubuna gore
MDA miktarinin her iki genotipte de arttigi, bu artisin Artvin genotipinde 1,5, Mardin
genotipinde 3,5 kat oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak her iki patlican genotipinde de T uygulamasi, K grubuna gére MDA miktarini
artirmistir. T uygulamasina gore H202 ve NO donodrii SNP tek tek ya da birlikte
uygulandiginda MDA miktarint azaltirken, DPI ve cPTIO inhibitorleri de tek tek ya da
birlikte uygulandiginda MDA miktarini artirmistir. Bu azalma ve artis seklindeki degisimler
tuza duyarli Artvin genotipinde, Mardin genotipine gore daha fazla olmustur. Ozellikle H20;
ve NO’in birlikte uygulandigi grupta MDA miktarinin her iki genotipte de kontrol grubuna
yakin degerde kaldigi goriiliirken, her iki inhibitoriin birlikte kullanildigi cPTIO+DPI
uygulamasinda ise MDA miktarinin tiim uygulama gruplar icerisinde en yiiksek degere
ulastig1 belirlenmistir. Diger yandan H2O2+SNP+tuz uygulamasi, yalnizca T uygulandiginda
ortaya ¢ikan MDA artigini azaltmistir (Sekil 5.3).

5.3. Klorofil ve Karotenoid Miktarindaki Degisimler

5.3.1. Klorofil a

Uygulamalarim Artvin ve Mardin genotiplerinin yaprak klorofil a miktarlar1 tizerindeki

etkileriyle ilgili veriler Sekil 5.4’de verilmistir. Klorofil a miktar1 bakimindan uygulamalara
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kars1 gosterilen tepkide, genotipler arasindaki fark, p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmamaistir

(Sekil 5.1).
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Sekil 5.4. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde klorofil a miktarinin degisimi

Mardin genotipinde bulunan klorofil a miktar1 Artvin genotipinde bulunan klorofil a

miktarindan %14 daha fazladir. 100 mM NaCl uygulamasi, Kontrol K grubu bitkilerine gore

klorofil a miktarin her iki genotipte de azaltmistir.
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H202 uygulamasinda klorofil a miktari, Artvin genotipinde kontrol grubuna gore artarken,
Mardin genotipinde K grubuna gore azalmis, T uygulamasina gore artmistir. Her iki
genotipte de H2O2+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde, klorofil a miktari, K, T ve H.O>

uygulamalarina gore azalmistir.

NO donérii SNP uygulamasi klorofil a miktarini, her iki genotipte de K grubuna gore
azaltirken, T grubuna gore artirmistir. SNP+tuz uygulamasinda klorofil a miktari, Artvin
genotipinde K grubuna gore azalirken T ve SNP grubuna goére artmistir, Mardin genotipinde

klorofil a miktar1, K, T ve SNP uygulamalarina gore azalmistir.

H202 sentez inhibitdrii DPI uygulamasi, her iki genotipte de klorofil a miktarin1 T grubuna
gore artirirken, H202 uygulamasina gore azaltmistir. DPI+tuz uygulamasi, klorofil a

miktarini her iki genotipte de K, T ve DPI uygulanan bitkilere gore azaltmistir.

NO siipiiriiciisii cPTIO uygulamasi, her iki genotipte de klorofil a miktarinin K grubuna gore
azaltmistir. NO donérii SNP uygulamasi yapilan bitkiler ile karsilastirildiginda, cPTIO
uygulamasi klorofil a miktar1 bakimindan Artvin genotipinde azalirken, Mardin genotipinde

artmistir.

H20: ile birlikte NO siipiiriiclisii cPTIO nun uygulandigi, H2O2+cPTIO uygulamasi yapilan
bitkilerde klorofil a miktar1, her iki genotipte de K grubuna gére azalirken T grubuna gore,
herhangi bir degisiklik olmamistir. H202+cPTIO+tuz uygulamasi her iki genotipte de
klorofil a miktarint H,O>+cPTIO uygulamasi yapilan bitkilere gore sirastyla %79,21 ve

%58,4 oraninda azaltmistir.

NO donérii SNP ile birlikte H202 sentez inhibitdérii DPI’nin beraber uygulandigi SNP+DPI
uygulama grubu, her iki genotipte de klorofil a miktar1 kontrol grubuna yakin bir deger
alirken, T grubuna gore artmigtir. SNP+DPI+tuz uygulamasinda klorofil a miktari,
SNP+DPI uygulamasina gore Artvin genotipinde %53, Mardin genotipinde %78,3 oraninda

azalmistir.

H2O>+SNP uygulama grubunda, her iki genotipte de klorofil a miktarinin kontrol grubuna

azaldigi, T grubuna goére Artvin genotipinde azaldigi, Mardin genotipinde ise arttig
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bulunmustur. H20,+SNP+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde klorofil a miktar1 H2O2+SNP

uygulamasina gore, Artvin genotipinde %17, Mardin genotipinde %74 oraninda azalmistir.

H20> inhibitoriic DPI ve NO siipiiriicisii ¢cPTIO nun beraber uygulandigi cPTIO+DPI
uygulamasinda her iki genotipte de T grubuna gore azalma goriilmiistiir. CPTIO+DPI+tuz
uygulamasinda ise cPTIO+DPI uygulamasi yapilan bitkilere gore Artvin genotipinde %57,

Mardin genotipinde %78 oraninda azalmistir.

5.3.2. Klorofil b

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin yaprak klorofil b miktarlar: {izerindeki
etkileriyle ilgili veriler Sekil 5.5de verilmistir. Klorofil a miktar1 bakimmdan uygulamalara
kars1 gosterilen tepkide, genotipler arasindaki fark, p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmamistir

(Sekil 5.1).

Mardin genotipinin klorofil b miktarinin, Artvin genotipinin klorofil b miktarindan %19
daha fazla oldugu belirlenmistir. 100 MM NaCl uygulamasi yapilan (T) Artvin ve Mardin

genotiplerinde, klorofil b miktari, K grubuna gore sirastyla %25 ve %38 oraninda azalmistir.

H20:> uygulamasinda klorofil b miktar1 Artvin genotipinde, K grubuna gore artarken Mardin
genotipinde azalmistir. H2O2+tuz uygulamasi yapilan bitkilerin klorofil b miktar1 H202
uygulamasi yapilan bitkilere gére Artvin genotipinde %43, Mardin genotipinde ise, %32

oraninda azalmistir.

NO dondrii SNP uygulamasinda klorofil b miktart her iki genotipte de K grubuna gore
azalmistir. SNP+tuz uygulamasinda, SNP uygulamasina gore klorofil b miktari, Artvin

genotipinde artmis, Mardin genotipinde ise azalmistir.

H20: inhibitorii, DPI uygulamasinda klorofil b miktar1 her iki genotipte de K grubuna gore
azalmistir. DPI+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde, DPI uygulamasi ile karsilastirildiginda,

klorofil b miktar1 Artvin genotipinde %17, Mardin genotipinde %61,1 oraninda azalmistir.

NO siiptiriiciisii cPTIO uygulamasinda klorofil b miktari, her iki genotipte de azalmistir.

cPTIO+tuz uygulamast yapilan bitkilerin klorofil b miktar1 cPTIO uygulamasi ile
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karsilastirildiginda, Artvin genotipinde %47, Mardin genotipinde ise %74 oraninda

azalmstir.
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Sekil 5.5. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde klorofil b miktarinin degisimi

H20, ile birlikte NO siipiiriiciisi ¢cPTIO’nun beraber uygulandigi H202+cPTIO
uygulamasinda klorofil b miktart Artvin genotipinde hem K hem de T grubuna gore artarken,

Mardin genotipinde ise %47 oraninda azalmigtir. H202+cPTIO+tuz uygulamasi yapilan
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bitkilerde her iki genotipte de K, T ve H202+cPTIO uygulamasina gore klorofil b miktari

azalmstir.

NO donorii SNP ile birlikte H202 inhibitorii DPI’nin beraber uygulandigi SNP+DPI
uygulamasi yapilan bitkilerin klorofil b miktar1 her iki genotipte de K grubuna gore
azalmigtir. SNP+DPI+tuz uygulamasinda, klorofil b miktari, SNP+DPI uygulamasi yapilan
bitkilere gore, Artvin genotipinde %52, Mardin genotipinde %78 oraninda azalmistir.

H202+SNP uygulamasinda her iki genotipte de T grubu ile karsilastirildiginda klorofil b
miktart artmustir. H2O2+SNP+tuz uygulamas: yapilan bitkilerde her iki genotipte de

H202+SNP uygulamasina gore klorofil b miktar1 azalmistir.

NO siipiiriictisii cPTIO ve H202 sentez inhibitorii DPI uygulamasi yapilan bitkilerde, klorofil
b miktari, K grubuna gore azalmis ancak T grubuna gore artmistir. cPTIO+DPIl+tuz
uygulamasi yapilan bitkilerde ise CPTIO+DPI uygulamasi ile karsilastirildiginda, klorofil b

miktarinin her iki genotipte de azaldig tespit edilmistir.

5.3.3. Klorofil a+b

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin yaprak klorofil a+b miktarlar1 iizerindeki
etkileriyle ilgili wveriler Sekil 5.6’da verilmistir. Klorofil a+b miktar1 bakimindan
Uygulamalara kars1 gosterilen tepkide, genotipler arasindaki fark, p<0,05 diizeyinde 6nemli

bulunmamistir (Sekil 5.1).

Klorofil a+b miktari, 100 mM NaCl uygulamasi yapilan T grubunda, K grubuna gore her iki

genotipte de azalmistir.

H202 uygulamasi yapilan bitkilerde klorofil a+b miktar1 Artvin genotipinde K grubuna gore
artarken, Mardin genotipinde azalmistir. H2O2+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde klorofil
a+b miktar1 H,O2 uygulamasi yapilan bitkiler ile karsilastirildiginda her iki genotipte de

azalmistir.

NO donérii SNP uygulamasinda klorofil a+b miktari, her iki genotipte de K grubuna gore
azalirken T grubuna gore artmistir. SNP+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde klorofil a+b

miktart SNP uygulamasi yapilan bitkilere gore her iki genotipte de azalmistir.
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Sekil 5.6. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde klorofil a+b miktarinin degisimi

H20: sentez inhibitorii DP1 uygulamasinda klorofil a+b miktar1 K ve T uygulamalarina gore
azalmistir. DPI+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde klorofil a+b miktari, DPI uygulamasina

gore azalmistir.

NO siipiirticiisii cPTIO uygulamasinda klorofil a+b miktar1 K grubu ile karsilastirildiginda,
Artvin genotipinde %35, Mardin genotipinde %10 oraninda azalmistir. Sadece SNP
uygulamas: yapilan bitkiler ile karsilastirildiginda ise klorofil atb miktarinin NO
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stiptiriiclisii cPTIO uygulamas: ile azaldig1 goriilmektedir. cPTIO+tuz uygulamasi yapilan
bitkilerde klorofil a+b miktari, K,T ve cPTIO uygulamas1 yapilan bitkilere gore, her iki

genotipte de azalmstir.

H>O, ile birlikte NO siipliriiciisi ¢cPTIO’nun beraber uygulandigt H2O2+cPTIO
uygulamasinda her iki genotipte de klorofil a+b miktar1 K grubuna gore azalmis, T grubuna
gore artmistir. H202+CPTIO+tuz uygulamasinda klorofil at+b miktari, H2O02+cPTIO

uygulamasina gore, Artvin genotipinde %81, Mardin genotipinde %54 oraninda azalmistir.

NO donérii SNP ile birlikte H202 inhibitérii DPI’'nin beraber uygulandigi SNP+DPI
uygulamasinda klorofil atb miktar1 her iki genotipte de T grubuna goére artmig, kontrol
grubuna da yakin bir degere ulasmistir. SNP+DPI+tuz uygulamasi yapilan bitkilerin klorofil

a+b miktari, SNP+DPI uygulamasina gore azalmistir.

H202+SNP uygulamasi yapilan bitkilerde klorofil a+b miktari, Artvin genotipinde neredeyse
Kontrol grubu ile ayn1 degere ulasmis olup, bu etki H2O2+SNP-+tuz uygulamasinda da
devam etmistir. Mardin genotipinde ise klorofil a+b miktari, K grubundan daha az bulunmus
olsa da sadece H20; veya sadece SNP uygulanan gruplara gore artmistir. H2O2+SNP+tuz
uygulamasi yapilan bitkilerde klorofil a+b miktar1 H2O2+SNP uygulamasina gore Artvin

genotipinde %17, Mardin genotipinde %74 oraninda azalmstir.

cPTIO+DPI uygulamasi yapilan bitkilerde klorofil a+b miktari, T grubuna gore Artvin
genotipinde artmis, Mardin genotipinde azalmistir. CPTIO+DPI+tuz uygulamasinda Klorofil

a+b miktari, cPTIO+DPI uygulamasina gore azalmistir.

5.3.4. Karotenoid

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin yaprak karotenoid miktarlari {izerindeki
etkileriyle ilgili veriler Sekil 5.7°de verilmistir. Karotenoid miktar1 bakimindan
uygulamalara kars1 gosterilen tepkide, genotipler arasindaki fark, p<0,05 diizeyinde 6nemli

bulunmamistir (Sekil 5.1).

Karotenoid miktari, 100 mM NaCl uygulamasi yapilan T grubunda, K grubuna gore her iKi

genotipte de azalmstir.
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H202 uygulamasinda karotenoid miktar1 her iki genotipte de T grubuna gore azalmistir.
H202+tuz uygulamasinda karotenoid miktari K, T ve H20; uygulamasi yapilan bitkilere gore

azalmastir.

NO donérii SNP uygulamasinda karotenoid miktari, her iki genotipte de T grubuna gore
azalmig, NO+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde karotenoid miktar1 hem T hem de SNP

uygulamasi yapilan bitkilere gore azalmistir.

H>0O> inhibitorii, DPI uygulamasinda karotenoid miktari, her iki genotipte de K grubuna gore
azalmistir. DPI+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde karotenoid miktari, her iki genotipte de T

ve DPI uygulamasi yapilan bitkilere gore azalmistir.

NO inhibitorii cPTIO uygulamasinda karotenoid miktart her iki genotipte de T grubuna gore
azalmistir. cPTIO+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde karotenoid miktart her iki genotipte de

cPTIO uygulamasi yapilan bitkilere gore azalma gostermistir.

H20. ile birlikte NO siipiiriiciisi ¢cPTIO’nun beraber uygulandigi H202+cPTIO
uygulamasinda karotenoid miktari, Artvin genotipinde T grubuna gore azalmis, Mardin
genotipinde ise artmigtir. H2O2+cPTIO+tuz uygulamasinda, her iki genotipte de azalmustir.
Artvin genotipinde karotenoid miktar1 tim uygulama gruplar1 arasinda en diisikk degeri

almistir.

NO dondrii SNP ile uygulamasinda karotenoid miktari, T grubuna gore her iki genotipte de

artmigtir.

SNP+DPI uygulamasinda karotenoid miktar1 her iki genotipte de T grubuna gore azalirken,

SNP+DPI+tuz uygulamasinda SNP+DPI uygulamasina gore azalmistir.

H20,+SNP uygulamasinda karotenoid miktar1 her iki genotipte de T grubuna gore
azalmistir. H2O2+SNP+tuz uygulamasinda karotenoid miktar1 hem T hem de H>O2+SNP

grubuna gore azalmistir.

cPTIO+DPI uygulamasinda karotenoid miktari her iki genotipte de K grubuna gore
azalmistir. cPTIO+DPI+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde karotenoid miktar1 hem T hem de

cPTIO+DPI uygulamasina gore azalmistir.
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Sekil 5.7. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde karotenoid miktarinin degisimi

Sonug olarak; tuz uygulamasi ile azalan klorofil ve karotenoid miktarlari, H2O2 uygulamasi
yapilan bitkilerin, klorofil a, klorofil b, klorofil a+b ve karotenoid miktarlarinin hem Artvin
hem de Mardin genotipinde T grubuna goére arttig1 tespit edilmistir. Yani bitkiye disaridan
uygulanan H20., bitkide olumlu bir etki olusturmus ve bu durum, dogrudan klorofil ve
karotenoid miktarina yansimistir. DPI uygulamasi yapilan gruplarda, klorofil
pigmentlerinde meydana gelen azalma, H20, uygulamasinin saglamasi olarak karsimiza

cikmaktadir (Sekil 5.4-7).
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5.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerindeki Degisimler
5.4.1. CAT aktivitesi

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin CAT aktivitesi lizerindeki etkileriyle ilgili
veriler Sekil 5.8’de verilmistir. CAT aktivitesi bakimindan uygulamalara karsi gosterilen

tepkide genotipler arasindaki fark, p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmamistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.8. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde CAT aktivitesinin degisimi
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CAT aktivitesi, 100 mM NaCl uygulamas1 yapilan T grubunda, K grubuna gore her iki
genotipte de artmistir. Artvin genotipinde bu artis 1,8 kat olurken, Mardin genotipinde 1,2

kat olmustur.

H20; uygulamasinda CAT aktivitesi her iki genotipte de K ve T grubuna gore artmustir.
H>O.+tuz uygulama grubunda CAT aktivitesi H>O> ile karsilastirildiginda, Artvin

genotipinde azalirken Mardin genotipinde artmistir, ancak bu artis anlamli degildir.

NO donérii SNP uygulamasinda CAT aktivitesi K ve T gruplarina gore artmistir. SNP+tuz

uygulamasina gore azalmistir.

H202 inhibitorii, DPI uygulamasinda, CAT aktivitesi her iki genotipte de T grubuna gore
onemli bir azalma gosterirken DPI+tuz uygulama grubunda CAT aktivitesinin arttigi

goriilmektedir.

NO inhibitorii cPTIO uygulamasinda her iki genotipte de CAT aktivitesinde azalma
goriilmektedir. cPTIO+tuz uygulamasinda cPTIO uygulamasina gére Artvin genotipinde,

onemli bir azalma gergeklesirken, Mardin genotipinde ise artis olmustur.

H20: ile birlikte NO siipiiriiciisii cPTIO nun beraber uygulandigi H202+cPTIO uygulamasi
yapilan bitkilerde CAT aktivitesi, Artvin genotipinde, T grubuna gore %50 oraninda
diismiistiir, Mardin genotipinde ise O6nemli olmayan bir artis gerceklesmistir.
H202+cPTIO+tuz uygulamasi yapilan Artvin genotipinde CAT aktivitesi H2O2+cPTIO
uygulamasi yapilan bitkilere gore azalmig, Mardin genotipinde ise Onemsiz bir artis

gerceklesmistir.

NO donorii SNP ile birlikte H2O> sentez inhibitdrii DP1'nin beraber uygulandigi, SNP+DPI
uygulamasinda, CAT aktivitesi Artvin genotipinde T grubuna gore azalmis, Mardin
genotipinde ise 2 katlik bir artis ger¢ceklesmistir. SNP+DPI+tuz uygulama grubunda her iki
genotipte de CAT aktivitesi SNP+DPI uygulamasina gore artmustir.

H202+SNP uygulamasinda CAT aktivitesi her iki genotipte de tiim gruplar i¢inde en yiiksek
degere ulagmistir. HoO2+SNP+tuz uygulama grubunda CAT aktivitesi, her iki genotipte de
H202+SNP’ye gore azalmustir.
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cPTIO+DPI uygulamasinda CAT aktivitesi, her iki genotipte de T grubuna gore azalmistir.
cPTIO+DPI+tuz uygulama grubu incelendiginde, cPTIO+DPI uygulamasi yapilan grup ile

karsilastirildiginda her iki genotipte de CAT aktivitesindeki azalma devam etmistir.

5.4.2. SOD aktivitesi

Uygulamalari Artvin ve Mardin genotiplerinin SOD aktivitesi lizerindeki etkileriyle ilgili
veriler Sekil 5.9°da verilmistir. SOD aktivitesi bakimindan uygulamalara kars1 gosterilen
tepkide, genotipler arasindaki fark (t=67,95), p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Sekil
5.1).

H20> uygulamasinda SOD aktivitesi her iki genotipte de K ve T grubuna gore artmuistir.
H20,+tuz uygulama grubunda SOD aktivitesi H2O: ile karsilastirildiginda, her iki genotipte

de artmastir.

NO dondrii SNP uygulamas: yapilan bitkilerde SOD aktivitesi Artvin genotipinde, K ve T
gruplarina gore artarken, Mardin genotipinde K grubuna gore artmis, T grubuna gore
azalmigtir. SNP+tuz uygulama grubunda ise SOD aktivitesi her iki genotipte de SNP

uygulamasina gore azalmistir, ancak bu azalma 6nemli degildir.

H20: inhibitdrii, DPI uygulamasinda, SOD aktivitesi her iki genotipte de T grubuna gore
onemli bir azalma gosterirken, DPI+tuz uygulama grubunda SOD aktivitesinin Artvin

genotipinde anlamli olarak arttig1 goriilmektedir.

NO inhibitorii cPTIO uygulamas: yapilan bitkilerde her iki genotipte de SOD aktivitesinde
azalma goriilmektedir. cPTIO+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde her iki genotipte de, cPTIO

uygulamasina gore 6nemli bir azalma ger¢eklesmistir.

H20; ile birlikte NO siipiiriiciisii cPTIO nun beraber uygulandigr H2O.+cPTIO grubunda
SOD aktivitesi, Artvin genotipinde, T grubuna gore azalirken, Mardin genotipinde artmustir.
H202+cPTIO+tuz uygulamasi yapilan her iki genotipte de SOD aktivitesi H202+cPTIO

grubuna gore artmistir.

NO donorii SNP ile birlikte H202 sentez inhibitdrii DPT'nin beraber uygulandigi, SNP+DPI

grubunda, SOD aktivitesi Artvin genotipinde T grubuna gore artmig, Mardin genotipinde ise
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azalmistir. SNP+DPI+tuz uygulamasinda SOD aktivitesi Artvin genotipinde azalmus,

Mardin genotipinde artmistir.
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Sekil 5.9. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde SOD aktivitesinin degisimi

H202+SNP uygulamasinda SOD aktivitesi her iki genotipte de artmis, bu artis Artvin
genotipinde T grubuna gore 1,4 kat olurken, Mardin genotipinde 1,3 kat olmustur.
H202+SNP+tuz uygulamasi yapilan grupta SOD aktivitesi Artvin genotipinde T grubu ile

ayni kalirken, Mardin genotipinde 6nemli sekilde artmistir.
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cPTIO+DPI uygulamasinda SOD aktivitesi, her iki genotipte de T grubuna gére azalmistir.
cPTIO+DPI+tuz uygulamasinda SOD aktivitesi, cPTIO+DPI grubuna gore her iki genotipte

de azalmigtir.

Sonug olarak, H202 ve NO donérii SNP uygulamasi yapilan bitkilerde antioksidan savunma
sistemi devreye girerek antioksidan enzim (CAT, SOD) aktivitesini uyarmistir. HoO2ve SNP
bitkiye tek baslarina uygulandigi zaman, beraber uygulandiklari etkiyi gdsterememistir. En

yiiksek CAT aktivitesine birlikte uygulandiklar gruplarda ulasmistir.
5.5. I¢sel H202 Miktarindaki Degisimler

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin igsel H2O2 miktar1 tizerindeki etkileriyle
ilgili veriler Sekil 5.10°da verilmistir. Igsel H2O2 miktar1 bakimindan uygulamalara kars
gosterilen tepkide, genotipler arasindaki fark (t=-17,676), p<0,05 diizeyinde Onemli
bulunmustur (Sekil 5.1).

I¢sel H202 miktar1, 100 mM NaCl uygulamasi yapilan T grubunda, K grubuna gore her iki

genotipte de artmistir.

H202 uygulamasinda Artvin genotipinde H202 miktar1 her iki genotipte de yaklasik yari

yariya bir azalma gostermistir.

SNP uygulamasinda H>O> miktari, her iki genotipte de T grubuna gore azalmistir. SNP+Tuz
uygulamasinda H20O» miktarlar1 her iki genotipte de artig gostermistir. Ancak bu artig

istatistiksel olarak anlamli degildir.

DPI uygulamasinda H202 miktar1 her iki gruba gore azalma géstermistir. T grubuna gore
Artvin genotipinde azalmig, Mardin genotipinde ise artmustir. DPI+uz uygulamasinda,
sadece DPI uygulanan gruba gore degerlendirildiginde, H>O, miktarindaki artis her iki

genotipte de 6nemli bulunmamaistir.

cPTIO uygulamasinda H2O02 miktar1 T grubuna goére Artvin genotipinde azalmis, Mardin
genotipinde ise artmistir. cPTIO+tuz uygulama grubunda H2O2 miktarlari, her iki genotipte
de az cok degismeyerek aymi kalmistir ve bu degisim istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.
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H202+cPTIO uygulamasi, Artvin genotipinde H>O> miktarint %50 oraninda azaltmuis,

H202+cPTIO+tuz uygulamasinda H20»

Mardin genotipinde ise, 2 kat artirmistir.

miktarindaki artis, HoO2+cPTIO grubuna gére Artvin genotipinde onemli bulunmazken,

Mardin genotipinde 1,2 kat olmustur.
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Sekil 5.10. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde i¢sel H2O2 miktarinin degisimi

SNP+DPI uygulama grubunda H202 miktar1 T grubuna gore Artvin genotipinde %50

oraninda, Mardin genotipinde ise %46 oraninda azalmistir. SNP+DPI+tuz uygulamasinda

H>0> miktarlar1 her iki genotipte de artig gdstermistir.
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H202+SNP uygulamasinda H202 miktar1, her iki genotipte de T grubuna gore azalmistir.
H202+SNP+Tuz uygulamasinda H20, miktar1 Artvin genotipinde azalirken, Mardin

genotipinde artmistir.

cPTIO+DPI uygulamasinda H,O; miktar1 Artvin genotipinde T grubuna gore 6nemli bir
sekilde artmis, Mardin genotipinde ise azalmistir. cPTIO+DPI+tuz uygulamasinda H>0»
miktar1 Artvin genotipinde azalirken, Mardin genotipinde artarak tiim uygulama gruplari

icerisindeki en yiiksek degerine ulagsmistir.

5.6. Prolin Miktarindaki Degisimler

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin prolin miktari tizerindeki etkileriyle ilgili
veriler Sekil 5.11°de verilmistir. Prolin miktar1 bakimindan uygulamalara kars1 gosterilen
tepkide, genotipler arasindaki fark (t=-16,285), p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur
(Sekil 5.1).

Prolin miktari, 100 mM NaCl uygulamas1 yapilan T grubunda, K grubuna gore her iki

genotipte de artmistir.

H20> uygulama grubunun Artvin genotipinde prolin miktar1, K grubuna goére 2 kat artarken,
T grubuna gore, 7,6 kat azalmistir. Mardin genotipinde ise K grubuna gore 2 kat artan prolin

miktar1, T grubuna gore 2,4 kat azalmistir.

NO donérii SNP uygulamasinda prolin miktari, Artvin genotipinde T uygulamasina gore
azalmistir. Mardin genotipinde ise K grubuna gore, 3 kat artan prolin miktar1 T grubuna gore
1,7 kat azalmistir. NO+tuz uygulama grubunda prolin miktari, her iki genotipte de artis

gostermistir.

NO siipiirticiisii cPTIO uygulamasi, tek basina uygulandiginda veya kombine uygulamalarda

bulundugunda prolin miktarini azaltmistir.
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Sekil 5.11. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde prolin miktarinin degisimi

H20: inhibitérii, DPI uygulama grubunda prolin miktar1 her iki genotipte de azalmistir.
DPI+tuz uygulama grubu incelendiginde, prolin miktarlarinin her iki genotipte de DPI
uygulamasina gore artis gosterdigi goriilmiistiir. Bu artis Artvin genotipinde onemli iken,

Mardin genotipinde 6nemli degildir.

NO inhibitorii cPTIO uygulama grubunda prolin miktar1 T grubuna gore her iki genotipte de
azalmistir. cPTIO+tuz uygulamasi yapilan grupta prolin miktari, tuz uygulanmayan gruba

gore artmistir, ancak bu artis, istatistiksel olarak dnemli degildir. cPTIO uygulamasi, i¢sel
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H202+cPTIO uygulama grubunda prolin miktari her iki genotipte de, T grubuna gore

oldukc¢a azalmis, bu azalma H202+cPTIO+tuz uygulamasinda yerini artiga birakmaigstir.

SNP+DPI uygulama grubunda prolin miktari, T grubuna goére her iki genotipte de artis
gostermis, hatta bu artis SNP+DPI+tuz uygulama grubunda da devam etmistir.

H202+SNP uygulama grubu prolin miktarinda her iki genotipte de artisa yol agmuistir.
cPTIO+DPI uygulama grubunda prolin miktarinin her iki genotipte de hem T gruplarina hem

de H2O2+SNP uygulamalarina gore azaldigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, Prolin miktar1 her iki genotipte de tuz stresi ile artmistir. H2O2 ve NO dondrii
SNP uygulamasi, prolin miktarini her iki genotipte de K grubuna gore artirirken, T grubuna
gore azaltmistir. H202 sentez inhibitdrii DPI ile NO siipiiriictisii cPTIO, T grubuna gore
prolin miktarint her iki genotipte de azaltmistir. Calismamizda en yiiksek prolin miktar1 100
mM NaCl uygulanan grupta olmustur. Tuz uygulamasindan sonraki en yiiksek prolin
miktar;, SNP uygulamasinda goriilmiistiir. Iki donériin birlikte uygulandigi H2O2+SNP
grubunda, prolin miktar1 her iki genotipte de artarken, iki inhibitdriin birlikte uygulandigi
cPTIO+DPI grubunda azalmistir. Béylece, H2O2+SNP uygulamasi, bitkilerde stresle basa

¢ikmadan 6nemli bir basamak olan prolin birikimini uyarabilir.
5.7. fyon Miktarlarindaki Degisimler
5.7.1. Sodyum (Na*)

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin Na* miktar1 tizerindeki etkileriyle ilgili
veriler Sekil 5.12°de verilmistir. Na* miktar1 bakimindan uygulamalara karsi gosterilen

tepkide, genotipler arasindaki fark, p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmamistir (Sekil 5.1).

100 mM NaCl uygulamasi yapilan grupta Na* miktar1 her iki genotipte de kontrol grubuna

gore artmistir.

H20. uygulamasinda Na® miktar1 T grubuna gore Artvin genotipinde %352 oraninda
azalirken, Mardin genotipinde %61 oraninda artmistir. H2O2+tuz uygulama grubunda

onemli bir degisim goriilememistir.
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SNP uygulamasi T grubuna gore Artvin genotipinde Na* miktarini azaltmigtir. Bu azalma,

SNP+tuz uygulamasinda yerini anlamli olmayan bir artisa birakmistir.

H20; sentez inhibitérii DPI uygulamasi T grubuna gore Artvin genotipinde Na* miktarini
artirmigtir.  HoO+SNP  uygulamasinda, Na* miktari T grubuna gore azalmustir.

cPTIO+DPI+tuz uygulamasi ise bitkinin en yiiksek Na* miktarina sahip oldugu uygulama

grubudur.
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Sekil 5.12. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde Na" miktarinin degisimi



64

5.7.2. Potasyum (K%)

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin K™ miktar1 tizerindeki etkileriyle ilgili

veriler Sekil 5.13’de verilmistir. K™ miktar1 bakimindan uygulamalara karsi gosterilen

tepkide, genotipler arasindaki fark (t=-22,901), p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur

(Sekil 5.1, Cizelge 5.1).
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Sekil 5.13. Artvin (a), Mardin (b) genotipinde K* miktarinin degisimi
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100 mM NaCl uygulamasi yapilan grupta K* miktari her iki genotipte de kontrol grubuna

gore azalmistir.

H20; uygulanmis bitkilerde K* miktar1 her iki genotipte de Kontrol ve Tuz grubuna gore
artis gostermistir. HoOz+tuz uygulamasi, T grubuna gore K™ miktarini her iki genotipte de

artirirken, sadece H202 uygulamasi yapilan grup ile karsilastirildiginda azalmstir.

NO donorii SNP uygulamasi, Artvin genotipinde K™ miktarini1 T grubuna gére artirmig, bu
artis duyarli Artvin genotipinde daha fazla olmustur. SNP+tuz uygulamasinda K™ miktari

Artvin genotipinde artarken, Mardin genotipinde azalmistir, ancak anlamli degildir.

H>0; sentez inhibit6rii, DPI uygulamasi yapilan bitkilerde, her iki genotipte de K* miktarini
kontrol grubuna gore anlamli bigimde azaltmistir. DPI+tuz uygulamasinda ise, igsel K*

miktar1 K, T ve DPI uygulamasina gore azalmistir.

NO siipiiriiciisii cPTIO uygulamasi yapilan bitkilerde K* miktari, SNP uygulamasinin tam
aksine, K ve T gruplarina gore azalmigtir. cPTIO+tuz uygulamasi yapilan bitkiler, K, T ve

cPTIO uygulamasina gore i¢sel K™ miktarinin azaldigi goriilmiistiir.

H20: ile birlikte NO siipiiriiciisiit cPTIO’nun beraber uygulandigi, H2O2+cPTIO uygulama
grubundaki bitkilerin K* miktari, Artvin genotipinde T grubuna goére artarken Mardin
genotipinde azalmistir. H2O2+cPTIO+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde, H>O>+cPTIO
uygulamasina gore K" miktarinda goriilen azalmanin Artvin genotipinde anlamli olmadigi,

Mardin genotipinde ise anlamli oldugu tespit edilmistir.

NO donérii SNP ile birlikte H202 sentez inhibitdrii DPI’nin beraber uygulandigi SNP+DPI
uygulamasi yapilan bitkiler, T grubuna gore K* miktari, her iki genotipte de azalmustir.
SNP+DPI+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde, SNP+DPI uygulamasina gore, K™ miktar

Artvin genotipinde artarken, Mardin genotipinde azalmistir.

H20.+SNP uygulamasi, her iki genotipte de K™ miktarinin en yiiksek oldugu uygulama
grubudur. Dondrlerin her ikisinin kullanildigi bu uygulama grubunda, her iki genotipte de

tekli uygulamadan daha yiiksek bir K* miktar1 bulunmugtur.
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H20: inhibitérii DPI ve NO siipiiriiciisii ¢cPTIO’nun beraber uygulandigi cPTIO+DPI
uygulamasi yapilan bitkilerde, oldukga diisiik bir K miktar1 goriilmiistiir. Bu azalmanin

cPTIO’dan ziyade DPI’dan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Sonug¢ olarak, tuz uygulamasi, her iki genotipte de K miktarin1 azaltmistir. Tuz
uygulamasina gore, her iki genotipte de H202 ve/veya NO uygulamasi Na* miktarini
azaltirken, K" miktarin1 artirmistir. H2O2 sentez inhibitérii DPI uygulamasi veya NO
stiptirticiisii ¢cPTIO uygulamasinda Na® miktarini artirirken, K™ miktarin1 azaltmistir. H2O»
ve NO’in birlikte uygulanmasi durumunda en yiiksek K™ ve en diisiik Na* miktarlarina
ulagilmistir. En yiiksek Na* ve en diisiik K" miktarlarina inhibitorler ve tuzun birlikte

uygulandigi cPTIO+DPI+tuz grubunda rastlanmaistir.

5.7.3. K/Na oranindaki degisimler

Uygulamalarin Artvin ve Mardin genotiplerinin K/Na orani tizerindeki etkileriyle ilgili
veriler Sekil 5.14’de verilmistir. K/Na oran1 bakimindan uygulamalara karsi gosterilen
tepkide, genotipler arasindaki fark (t=-1,668), p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Sekil
5.1, Cizelge 5.1).

Artvin genotipinde K/Na orani en yiiksek H202 uygulamasinda goriiliirken, en diisiik
cPTIO+DPI uygulamasinda goriilmiistir. Mardin genotipinde ise en yiiksek K/Na orani
kontrol grubunda bulunurken, en diisiik K/Na oran1 cPTIO+DPI uygulanan grupta tespit

edilmistir.

Sonug olarak, en yliksek K/Na orani, donodrlerin birlikte uygulandigi grupta elde edilirken
en diisiik K/Na orani, cPTIO+DPI+tuz uygulama grubunda elde edilmistir.
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6. TARTISMA

Tuzluluk, fotosentez, protein sentezi ve enerji metabolizmasini bozarak bitki biiyiime ve
gelismesini baskilamaktadir. Bu nedenle tuzluluk tirtin verimliligini kisitlayan en 6nemli
cevresel faktorlerden biridir (Parida, Das ve Mohanty, 2004). Cevresel stres faktorlerinden
biri olan tuz stresi, ozmotik strese, iyon toksisitesine, beslenme bozukluklarina, oksidatif
strese, metabolik siireclerin degismesine, membran diizensizligine, hiicre boliinmesinin
azaltilmasima ve genotoksisiteye neden olmaktadir (Zhu, 2004; Munns, James ve Lauchli,
2006).

Calismamizda sadece H202 veya NO uygulamasi yapilan gruplarda yaprak taze agirliginin
Kontrol (K) ve Tuz (T) uygulamalarina gore arttigi, H2O2 ve NO inhibitorlerininin birlikte
uygulandig1 gruplarda azaldigi, dondr ve inhibitorlerin farkli kombinasyonlarla birlikte
uygulandig1 gruplarda ise inhibitorlerin tek basina uygulandigi gruplardan daha yiiksek bir
degere ulastig1 belirlenmistir. H2O2 ve NO’in birlikte uygulandigi gruplarda ise yaprak taze
agirlign K, T ve bu maddelerin sadece birinin uygulandig1 gruplara gore artmistir. Yaprak
taze agirhi@ bakimindan genotipler arasindaki farklilik anlamli bulunmamustir. (Sekil 5.1).
Sonuglarimiza benzer olarak, distan uygulanan NO'in tuz stresine maruz kalan bugdayda yas
agirhgr (Kausar, Shahbaz ve Ashraf, 2013) ve hardal bitkisinde tuz stresiyle birlikte azalan
yaprak alanini genislettigi bildirilmistir (Fatma ve Khan, 2014).

Bitkilerde yiiksek tuz konsantrasyonunda, klorofil miktarimin azaldigi belirtilmistir
(Tipirdamaz ve Ellialtioglu, 1994; Furtana Baysal ve Tipirdamaz, 2010; Kusvuran, Yasar,
Abak ve Ellialtioglu, 2008). Calismamizda da NaCl stresine maruz birakilan Solanum
melongena L’nin Artvin ve Mardin genotiplerinde de klorofil a, klorofil b, klorofil a+b ve
karotenoid miktarlarinin azaldigi gériilmiistiir. H202 uygulamasi, pigment miktarlarini hem
Artvin hem de Mardin genotipinde T grubuna gére artirmistir. Yani bitkiye disaridan
uygulanan H20., bitkide olumlu bir etki olusturmus ve bu durum, dogrudan klorofil ve
karotenoid miktarina yansimistir. H2O2 sentez inhibitorii, DPI ile birlikte tuz uygulamasi
yapilan gruplarda, klorofil miktarinda meydana gelen azalma, H202+tuz uygulamasinda elde
ettigimiz artiglarin bu maddenin (H202) klorofil miktar1 {izerindeki olumlu etkisini
gostermektedir. Benzer olarak, tuz stresi altinda yetistirilen misir bitkisinde, yapraktan
plskiirtme yoluyla uygulanan H20;’in, klorofil miktarini artirdigi belirlenmistir. Bu artisin

fotosentezin daha yiiksek verimlilikte devam etmesini ve pozitif biiyiimeyi sagladigi
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bildirilmistir (Chen ve Li, 2002). Calismamizda NO donérii SNP uygulamasinin klorofil
miktarlarina, incelenen her iki genotipte de dnemli bir etkisi goriilmemistir. Dolayisiyla
SNP’nin katildig1 kombine uygulamalarda da benzer sonug elde edilmistir. SNP uygulamasi
yalnizca Artvin genotipinde klorofil a+b miktar1 lizerinde olumlu bir etkide bulunmustur,
inhibitér uygulanmasi ile birlikte bu etkinin ortadan kalktig1 belirlenmistir. Daha koyu yesil
yapraklara sahip Mardin genotipinin kontrol bitkilerinin pigment miktarlari, Artvin

genotipinin kontrol grubuna gore daha yiiksek bir degerdedir.

Tuzluluktan kaynaklanan iyon toksisitesi ve ozmotik stres, bitki fotosistemini engelleyerek
asir1 miktarda ROS {iretimine yol agmaktadir (Hasanuzzaman ve digerleri, 2017). Hiicre
icinde artan ROS miktarinin lipit peroksidasyonuna neden olarak MDA (Malondialdehit)
miktarimi artirdigi bilinmektedir (Mishra ve Choudhuri, 1999). Calismamizda, her iKi
patlican genotipinde de tuz uygulamasi, K grubu ile karsilastirildiginda MDA miktarinda
artisa neden olmustur (Sekil 5.2). Tuza duyarli Artvin genotipinde tuzun olumsuz etkisiyle
birlikte membran lipitlerinin daha fazla zarar gordiigii ve MDA miktarinin daha yiiksek
oldugu bir kez daha ortaya konmustur. Yalnizca H2O2 uygulamasi yapilan bitkilerde MDA
miktar1 her iki genotipte de kontrol grubuna gore artis gosterirken, yalnizca tuz uygulamasi
ile karsilastirildiginda ise MDA miktarinin daha diistiik oldugu gortilmiistiir. H202’in tuz
stresinin olumsuz etkisini azaltma yoniindeki olumlu etkisi, Artvin genotipinde daha belirgin
olarak gozlenmistir. H2O2 dayanikli Mardin genotipinde de bir koruyucu etki yapmakla
birlikte, bu etki Artvin genotipindeki kadar belirgin olmamistir. Yalnizca DPI (H202 sentez
inhibitorii) uygulamasi yapilarak H2O- sentezinin inhibe edildigi gruplarda, tuz stresi ile
birlikte MDA miktarindaki artig, yalnizca tuz uygulanan grup ile karsilastirildiginda olduk¢a
yilksek cikmistir. Bu da hiicre igindeki mevcut H20.’in koruyucu roliinii dogrular
niteliktedir. Calisma sonuglarimiza benzer sekilde, distan uygulanan H2O>’in, mas fasiilyesi
(Saleh, 2007), bugday (Li ve digerleri, 2008), Panax ginseng (Sathiyaraj ve digerleri, 2014),
arpa (Li, Qiu, Zhang ve Wang, 2011) ve misirda (Chen ve Li, 2002) stres ile artan elektrolit
sizitisint azaltma yoluyla MDA miktarindaki artis1 engelledigi bildirilmistir. Salatalik
(Hasanuzzaman ve digerleri, 2017), soya fasiilyesi (Giiler ve Pehlivan, 2016) ve kanolada
(Gao ve digerleri, 2010) ise H202 uygulamast MDA miktarinda herhangi bir degisiklige yol

acmamistir.

Distan uygulanan NO dondrii SNP, her iki genotipte de igsel MDA miktarini azaltmis ve bu

azalma Artvin genotipinde daha belirgin bulunmustur. NO stipiiriiciisii cPTIO ile birlikte tuz
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uygulanan gruplar ile yalnizca tuz uygulanan grup karsilastirildiginda her iki genotipte de
MDA miktarindaki artis 6nemli bulunmakla birlikte Mardin genotipindeki artisin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Boylece cPTIO uygulamasinin, NO'in olumlu etkilerini inhibe
ederek, tuzluluk toleransini azalttigi sonucuna varilabilir. Benzer olarak, NO’in, lipit
peroksidasyonundan kaynaklanan membran hasarina karsi koruyucu bir gorev iistlendigini
kanitlayan ¢esitli calismalar mevcuttur (Kopyra ve Gwézdz, 2003; Shi, Fei, Xiufeng ve Min,
2007; Sheokand, Kumari ve Sawhney, 2008; Lopez-Carrion, Castellano, Rosales, Ruiz ve
Romero, 2008). Bundan baska, Huaifu, Shirong, Yansheng, Runhua ve Juan (2007) da
NO'nun, elektrolit sizintisin1 6nleme yoluyla membran gegirgenligini ve MDA miktarini

azalttigini ve hiicre zarindaki hasar1 6nlemeye c¢aligtigini savunmuslardir.

Calismamizda, igsel NO miktarinin, NO siipiiriiciisii ¢cPTIO ile minimuma indirilerek,
sadece distan uygulanan H2O2’nin etkisini belirlemenin amaglandigt H2O0,+cPTIO
uygulama grubunda, MDA miktari, sadece cPTIO uygulamasi yapilan bitkilerdeki kadar
yiikksek bulunmamistir. MDA miktar1 bakimindan genotipler arasi farklilik 6nemli olup,
Mardin genotipinde azalma daha belirgin bulunmustur. Boylece, cPTIO ile birlikte
uygulanan H2Oz’in, igsel MDA miktarin1 azaltmay1 basardigi sonucuna varilabilir. NO
donorii SNP ile birlikte H202 sentez inhibitorii DPI'nin verildigi SNP+DPI uygulama
grubunda ise, her iki genotipte de MDA miktar1 sadece DPI uygulanan bitkilere gére daha
az bulunmakla birlikte bu azalma anlamli degildir. Bir inhibitér ve bir donériin beraber
uygulandigr bitkilerde igsel MDA miktari inhibitorlerin tek uygulandigi gruplara gore daha
az bulunmustur. Bu bitkilerin (bir inihibitér+bir donér), her iki dondriin de beraber
uygulandigr H2O2+SNP uygulamasi ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir MDA miktarina
sahip olduklar1 goriilmistir. H202 ve NO’in birlikte uygulandigi bitkilerde ise, MDA
miktarlarinin Kontrol grubuna yakin bir degerde kaldig1 goriilmiistiir. MDA miktarinin her
iki inhibitoriin de kullanildigi, cPTIO+DPI uygulamasi yapilan bitkilerde ise tiim uygulama
gruplar icerisinde en yiiksek degere ulastigi tespit edilmistir. HoO2+SNP+tuz uygulama
grubuna ait sonuglar degerlendirildiginde ise, H202+SNP’nin T grubunda meydana gelen
ani MDA artiglarin1 kontrol altina alarak, hiicrelerde meydana gelen lipit peroksidasyonunu
azaltma yoniinde hareket ettigi sOylenebilir. Sonuglarimiza benzer olarak, piring (Uchida,
Jagendorf, Hibino ve Takabe, 2002) ve turungta (Tanou, Molassiotis ve Diamantidis, 2009a),
distan uygulanan H202+SNP’nin MDA miktarin1 azalttigi ve bunu da antioksidan enzim

aktivitesini uyararak hiicredeki ROS miktarini azaltarak sagladigi bildirilmistir.
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Toprak tuzlulugu gibi gesitli gevresel stresler, bitki hiicrelerinde H2O2 miktarinda gegici bir
artisa yol agmaktadir. Iyonik ve ozmotik strese ek olarak, tuz stresi, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) birikmesine neden olarak, makromolekiillerde oksidatif hasara yol agarak biiylimenin
gecikmesine ve hatta bitki 6liimiine neden olmaktadir. ROS’lar arasinda yer alan H2O», stres
ile birlikte hiicrede artig gosteren bir bilesik olup, son yillarda stres sinyal iletim yollarinin
merkezi bir modiilatorii konumuna gelmistir. H20; bitkilerde ¢esitli abiyotik ve biyotik
streslere kars1 direnci giliclendiren coklu savunma yanitlarini tetikleyen bir sinyal
molekiiliidiir. Tuz stresinin bitkilerde i¢sel H2O2 miktarini artirdigi bilinmektedir (Neill,
Desikan, Clarke, Hurst ve Hanckok, 2002; Yasar, 2003). Calismamizda, 100 mM NaCl
uygulamasi yapilan T grubunda, K grubuna gore igsel HoO2 miktari, her iki genotipte de
anlamli bir sekilde artmistir. Bu da bize bitkilerin oksidatif strese girdigini gdstermektedir.
Yalnizca H202’in uygulandig1 grupta, i¢csel H2O2 miktarinin her iki genotipte de nemli
sekilde azaldigi tespit edilmistir. H2O> sentez inhibitorii DPI ile birlikte tuz uygulanan
gruplarda, i¢sel H202 miktar1 T uygulama grubu ile karsilastirildiginda her iki genotipte de
azalma goriilmekle birlikte, bu azalma Artvin genotipinde daha belirgindir. Sonuglarimiza
benzer sekilde Fedina, Nedeva ve Cigek (2009), H2.O2 6n uygulamasini takiben 7 giin
boyunca 150 mM NaCl'ye maruz biraktigi Hordeum vulgare fidelerinde yalnizca tuz
uygulamas1 yapilan grup ile karsilastirildiginda igsel H2O2 miktarinin azaldigim

bildirmislerdir.

Yalnizca NO dondrii SNP’nin uygulandigi grupta H2O2 miktarmin, her iki genotipte de T
grubuna gore azaldigi, bu uygulama grubu i¢in elde edilen degerin, K grubundan az olmakla
birlikte T grubundan fazla oldugu belirlenmistir. SNP+Tuz uygulama grubunda ise, H20:
miktarmin her iki genotipte de yalnizca SNP uygulamasi ile karsilastirildiginda arttigi,
yalnizca tuz uygulanan grup ile karsilastirildiginda ise azaldigi goriilmektedir. Uygulamaya
ait sonuglar incelendiginde NO donériit SNP uygulamasinin dayanikli Mardin genotipinde,
i¢csel HoO2 miktarinin azaltilmasinda 6nemli bir rolii oldugu sonucuna varabiliriz, bu hipotez,
cPTIO uygulamasi ile de desteklenmektedir. Ciinkii, NO siipiiriiciisiic ¢cPTIO uygulama
grubunda H202 miktar1 T grubuna goére Artvin genotipinde azalirken, Mardin genotipinde
oldukca yiiksek ve anlamli bir sekilde artmistir. cPTIO+tuz uygulama grubunda cPTIO
uygulama grubuna goére H2O> miktarlari, her iki genotipte de az ¢ok degismeyerek ayni
kalmistir. Benzer sonuglar, yalmzca cPTIO nun tek basina uygulandigi gruplarda degil,
cPTIO’nun diger dondr ve inhibitorler ile birlikte uygulandigi gruplarda da oldukca net bir
sekilde gorlilmistiir. Tuz uygulamas: ile karsilastirildiginda H2O02+cPTIO uygulamasi,
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Artvin genotipinde H20; miktarm1 yar1 yariya azaltirken Mardin genotipinde 2 Kkat
artirmigtir. SNP+DPI uygulama grubunda H20; miktar1 yalnizca tuz uygulama grubuna gére

Artvin genotipinde %50, Mardin genotipinde ise %46 oraninda azalmustir.

H202+SNP uygulama grubunda H202 miktari, her iki genotipte de yalnizca tuz grubuna gore
azalmistir. HoO>+SNP+Tuz uygulama grubunda ise H2O> miktar1 Artvin genotipinde
azalirken, Mardin genotipinde artis gostermistir. H2O> sentez inhibitorii ve NO siipiiriiciisii
cPTIO+DPI uygulama grubunda H202 miktar1 Artvin genotipinde T grubuna gére énemli
bir sekilde artarken, Mardin genotipinde ise azalmistir. cPTIO+DPI+tuz uygulama grubunda
H202 miktar1 Artvin genotipinde azalirken, Mardin genotipinde tiim uygulama gruplari
icerisindeki en yiiksek degerine ulagmistir. Yapilan diger bir calismada, yliksek sicaklik
stresi altinda yetistirilen Arabidopsis thaliana bitkisine distan uygulanan H>O>’in igsel H20>
miktarini yiikseltmedigi, hatta NO donérii SNP’nin uygulamasinin i¢sel H202 miktarinda
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Wu, Hongye, Lixiu, Kunming ve Liquin, 2015). Bu
sonug, bizim ¢alisgmamizda oldugu gibi yine disaridan uygulanan NO siipiiriiciisii cPTIO

uygulamasi ile dogrulanmstir, ¢linkii bu uygulama i¢sel H2O2 miktarinda artisa yol agmustir.

Tuzlulugun neden oldugu hiicresel ROS miktarlarindaki artig, bitki biiylimesi ve gelisimini
olumsuz etkileyerek, bitkiyi 6liime kadar gotiirebilmektedir. Yiiksek oranda reaktif olan
ROS’lar, lipit, protein, DNA ve diger bazi metabolitlerde 6nemli hasara neden olmaktadir
(Ashraf, 2009). Tuzluluktan kaynaklanan oksidatif hasarin giderilmesi, antioksidan enzim
(CAT, SOD, APX, GR) sentezinin tesvik edilmesi ile gerceklesmektedir (Miller, Suzuki,
Ciftci Yilmaz ve Mittler, 2010). Calismamizda tuz stresi, her iki genotipte de SOD ve CAT
aktivitelerini anlamli bir sekilde artirmigtir. SOD enzimi, birincil aktivitesi O, reaktifinin
H202 ve O2’ye degismesine yol acan giiglii bir antioksidan enzimdir (Fridovich, 1995).
Calismamizda, 100 mM NaCl uygulamasi yapilan bitkilerde SOD enzim aktivitesi, duyarl
Artvin genotipinde anlamli bir artig gostermezken, dayanikli Mardin genotipinde anlamli bir
sekilde artmistir. Calisma sonuglarimiza benzer sekilde, NO’in ya prooksidan ya da
antioksidan gorevi tistelenerek CAT ve SOD aktivitesini artirdigr bildirilmistir (Kopyra ve
Gwozdz, 2003).

H20:2 uygulamasi yapilan bitkilerde SOD aktivitesi her iki genotipte de K ve T grubuna gore
artmistir. HoOz+tuz uygulama grubu, tek basina H2O2 uygulanmis grup ile
karsilastirildiginda, SOD aktivitesinin Artvin genotipinde artarken Mardin genotipinde
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azaldigi, ancak bu artig ve azalmalarin 6nemli olmadig1 goriilmistiir. H2O2 sentez inhibitorii,
DPI uygulamasi yapilan bitkilerde, SOD aktivitesi her iki genotipte de T grubuna gore 6nemli
bir azalma gosterirken, DPI+tuz uygulama grubunda ise SOD aktivitesinin Artvin genotipinde

anlamli, Mardin genotipinde anlamli olmayan bir sekilde arttig1 goriilmektedir.

NO donérii SNP uygulamast yapilan bitkilerde SOD aktivitesi Artvin genotipinde, K ve T
gruplarma gore artarken, Mardin genotipinde K grubuna gore artmig, T grubuna gore ise
azalmstir. NO stiptiriiciisii cPTIO uygulamasi yapilan bitkilerde her iki genotipte de cPTIO ve
CcPTIO+tuz uygulamasi yapilan bitkilerde, her iki genotipte de SOD aktivitesinde azalma
gortilmektedir. NO, stres toleransinda hiicresel antioksidan sistemin uyarilmast yoluyla ROS
metabolizmasini diizenleyen bir molekiil olarak diistiniilmektedir. Sonuglarimiza benzer sekilde,
digtan uygulanan NO dondrii SNP’in CAT ve SOD aktivitesini artirdigi bildirilmistir (Fan, Guo,
Jiao, Zhang ve Li, 2007).

H20> ile birlikte NO siipiiriiciisii cPTIO nun beraber uygulandigt H2O.+cPTIO uygulamast
yapilan bitkilerde SOD aktivitesi, Artvin genotipinde, T grubuna gore azalirken, Mardin
genotipinde artmistir. H2O2+cPTIO+tuz uygulamasi yapilan her iki genotipte de SOD aktivitesi
H202+cPTIO uygulamast yapilan bitkilere gore artmistir. NO dondrii SNP ile birlikte H202
sentez inhibitdrii DPT’nin beraber uygulandigi, SNP+DPI uygulamasinda SOD aktivitesi Artvin
genotipinde T grubuna gore artmis, Mardin genotipinde ise azalmistir. SNP+DPI+tuz uygulama
grubunda SOD aktivitesi SNP+DPI uygulama grubuna gore Artvin genotipinde azalmis, Mardin
genotipinde artmistir. H2O2+SNP uygulama grubunda SOD enzim aktivitesi her iki genotipte de
artmig, bu artiglar Tuz grubu ile kiyaslandiginda, Artvin genotipinde 1,4, Mardin genotipinde ise
1,3 kat olarak belirlenmistir. HoO2+SNP+tuz uygulamasi yapilan grupta SOD enzim aktivitesi
Artvin genotipinde ayni kalirken, Mardin genotipinde 6nemli sekilde artmustir. cPTIO+DPI
uygulama grubunda SOD aktivitesi, her iki genotipte de T grubuna gore azalmistir.
CPTIO+DPI+tuz uygulama grubu incelendiginde, cPTIO+DPI uygulamasi yapilan grup ile
karsilagtirlldiginda her iki genotipte de SOD aktivitesindeki azalma devam etmistir.

Yapilan gesitli calismalarda, CAT aktivitesinin, tuz stresi kosullarinda yetistirilen bitkilerde ya
arttig1 (Furtana Baysal ve Tipirdamaz, 2010), ya degismedigi (Nohar ve digerleri, 2015) ya da
azaldigi (Hasanuzzaman ve Fujita, 2012) bildirilmistir. Caligmamizda tek basina H2O»
uygulamas yapilan bitkilerde CAT aktivitesinin T grubuna gore arttigi belirlenmistir. Bu artis,

Mardin genotipinde daha yiiksek ve anlamli bulunmustur. Calismamiza benzer sekilde,
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yapraktan uygulanan H>O>’in, musir ve tiitinde CAT aktivitesini artirdigi, de Azevedo Neto,
Prisco, Ene as-Filho, Medeiros ve Gomes-Filho (2005) ve Gechev ve digerleri (2002) tarafindan
bildirilmistir. Yapilan farkli bir ¢alismada, H2O, uygulanan musir bitkilerinde CAT enzim
aktivitesindeki artisin, CAT gen diizenlenmesini de igine alan karmasik bir mekanizma ile
gergeklestigi bildirilmistir (Gondim, Gomes-Filho ve Costa, 2012). Ayrica H2O>’1 siipiiren diger
enzimlerden farkli olarak, CAT’m, H20’¢e olan affinitesinin (ilgisi) daha fazla oldugu Mhamdi
ve digerleri (2010) tarafindan bildirilmistir. Ayrica arastiricilar, H2O; uygulanan bitkilerde CAT
transkriptlerinin arttigi bildirilmektedir (Gondim, Gomes-Filho ve Costa, 2012; Mhamdi ve
digerleri, 2010).

H>02 sentez inhibitdrii, DPT uygulamasi yapilan bitkilerde, CAT aktivitesi her iki genotipte de T
grubuna gore onemli bir azalma gosterirken; DPIl+tuz uygulama grubunda CAT aktivitesi
artmaktadir. NO donorii SNP uygulamasi yapilan bitkilerde CAT aktivitesi K ve T gruplarma
gore artig gosterirken, NO inhibitorii cPTIO uygulamasi yapilan bitkilerde her iki genotipte de
CAT aktivitesi azalmaktadir. Bu sonuglar CAT aktivitesindeki artisin = NO’den
kaynaklanabilecegi hipotezimizi destekler niteliktedir. H2O. ile birlikte NO siiptriictisi
cPTIO’nun beraber uygulandigi H2O2+cPTIO uygulamasi yapilan bitkilerde CAT aktivitesi,
Artvin genotipinde, T grubuna gore %50 oraninda azalmig, Mardin genotipinde ise 6nemli
olmayan bir artig gostermistir. HO>+cPTIO+tuz uygulamasi yapilan Artvin genotipinde CAT
aktivitesi H2O2+cPTIO uygulamasi yapilan bitkilere oranla azalmis, Mardin genotipinde ise yine
onemsiz bir artig gergeklesmistir. NO dondrii SNP ile birlikte H20 sentez inhibitdrii DPI'nin
beraber uygulandigi, SNP+DPI uygulamasinda, CAT aktivitesi Artvin genotipinde T grubuna
gore azalirken, Mardin genotipinde ise yaklasik 2 katlik bir artis gergeklesmistir. SNP+DPI+tuz
uygulama grubunda her iki genotipte de CAT aktivitesi SNP+DPI uygulamasina goére artmustir.

H202+SNP uygulamasi yapilan bitkilerde CAT aktivitesi her iki genotipte de tiim gruplar iginde
en yiiksek degere ulagmistir. H2O2+SNP+tuz uygulama grubunda ise CAT aktivitesinde her iki
genotipte de H2O2+SNP grubuna gore azalmalar goriilmiistiir. cCPTIO+DPI uygulama grubunda
CAT aktivitesi, T uygulama grubu ile karsilastirildiginda her iki genotipte de azalmistir. Tuz ile
birlikte H202 ve SNP’nin bitkiye tek tek uygulandigi durumlarda, CAT aktivitesini artirmakla
birlikte, en yiiksek CAT aktivitesinin H2O,+NO+tuzun birlikte uygulandigi gruplarda

goriilmektedir.



76

Yapilan g¢aligmalarda H2O2 ve NO 6n uygulamasi yapilan bitkilerde, antioksidan enzim
aktivitesindeki artislarin, H202 ve NO’in bu enzimleri kodlayan genlerin ifadesini arttirmasi
yoluyla oldugu gosterilmistir (Beligni ve Lamattina, 2001; Neill, Desikan, Clarke, Hurst ve
Hanckok, 2002; de Pinto, Paradiso, Leonetti ve Gara, 2006; Zhang ve digerleri, 2007).

Prolin, tuz stresi altinda bitki hiicrelerinde biriktirilen, denge olusturan uygun ozmotik bir amino
asit olup, ozmoregiilasyona katki saglamaktadir (Tripathi, Rabara ve Rushton, 2014).
Calismamizda prolin miktar1, her iki genotipte 100 mM NaCl uygulamasi yapilan T grubunda,
K grubuna gore artis gstermistir. Distan H2O2 uygulamasinin, duyarli Artvin genotipinde prolin
miktarini, K grubuna gore artirdigi, T grubuna gore ise dnemli sekilde azalttigr bulunmustur.
Distan uygulanan H20,, Artvin genotipinin igsel prolin miktarinda daha yiiksek ve anlaml
degisimlere yol agmistir. H2O> sentez inhibit6rii DPI uygulanan grupta prolin miktar1 her iki
genotipte de T grubuna gore oldukca azalmistir. H,O; uygulamast ile artan prolin miktarinin,
DPI uygulamasi ile azalmasi, bu degisimin distan uygulanan H2O; ile gergeklestigini ortaya
koymaktadir. Calismamiza benzer sekilde, Misir bitkisinde distan uygulanan H202’in prolin
miktarini artirirken, distan uygulanan H202 sentez inhibitdrii DPI'nin da prolin miktarini
azalttig1 bildirilmistir (Zhu, 2004). Bu azalmanin prolin biyosentezinde rol oynayan temel enzim
olan Prolin-5-karboksilat sentetazin ifadesindeki azalmadan kaynaklandigi vurgulanmistir Bir
diger ¢aligmada Arabidopsis bitkisinde artan H202’in ABA ile uyarilan gen ifadesini artirdigini,
bdylece prolin birikimine yol actigini gostermis ve H202’in prolin biyosentezinde sinyal

molekiilii olarak rol oynadigim belirtmislerdir (Cingoz, Verma ve Gurel, 2014).

Caligmamizda NO donorii SNP uygulanan grupta prolin miktari, her iki genotipte de K grubuna
gore artarken, T grubuna gore azalmistir. Bu degisimler duyarli Artvin genotipinde daha anlaml
ve vyiiksek bulunmustur. NO siipiiriiciisi cPTIO uygulamasi1 tek basmna veya diger
dondr/inhibitdr ile birlikte uygulandiginda prolin miktarini azaltmistir. H2O2+cPTI1O uygulama
grubunda prolin miktar1 her iki genotipte de T grubuna gore azalma gostermekle birlikte, bu
azalma H>O>+cPTIO+tuz uygulamasinda yerini artisa birakmustir. Digtan uygulanan, NO
stiptiriiciisii cPTIO’nun domates fidelerinde de prolin miktarini azalttigi bildirilmistir (Siddiqui
ve digerleri, 2017)

SNP+DPI uygulama grubunda prolin miktari, T grubuna goére her iki genotipte de azalmustir.
Calismamizda dondr ve inihibitor uygulamalarinin tek basina veya birlikte uygulanmasi sonucu

elde edilen veriler incelendiginde, tiim uygulama gruplari igerisinde SNP uygulamasinin prolin
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miktarina en fazla artirict yonde etkiyi yaptigi, bu etkinin de duyarli Artvin genotipinde daha
belirgin oldugu goriilmektedir. Bu bulgu, NO siipiiriiciisii cPTIO uygulamas ile birlikte prolin
miktarinda meydana gelen diisiisler de SNP’nin prolin birikimi {izerine olan etkisini ispatlar
niteliktedir.

H>02+SNP+tuz uygulama grubunda prolin miktart her iki genotipte de artis gostermistir. Bu
sonug, H2O,+SNP uygulamasinin, bitkilerde stresle basa ¢ikmada 6nemli bir basamak olan
prolin birikimini uyardig1 seklinde yorumlanabilir. cPTIO+DPI+tuz uygulama grubu ise her iki
genotipte de goriilen prolin miktarindaki azalmayi da desteklemektedir. Piring bitkisinde yapilan
bir ¢alismada, H>2O2 ve NO 6n uygulamasinin, d-prolin-5 karboksilat sentaz ifadesini artirarak
prolin biyosentezini tegvik ettigi sonucuna ulagilmistir (Uchida, Jagendorf, Hibino ve Takabe,
2002).

Tuzlulugun bitkilerde hiicresel Na" miktarini artirdigi bilinmektedir (Munns ve Tester, 2008).
Caligmamizda da Kontrol gruplari ile karsilagtirildiginda, 100 mM NaCl uygulamasinin, her iki
genotipte de igsel Na* miktarini artirdigi, bu artigin da duyarli Artvin genotipinde daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Tuz uygulamasi, her iki genotipte de K* miktarim azaltmstir. Tuz
uygulamasina gore, her iki genotipte de H2O2 ve/veya NO uygulamasi Na* miktarini azaltirken,
K* miktarim artirmugtir. H2O» sentez inhibitérii DPI uygulamasi veya NO siipiiriiciisii ¢cPTIO
uygulamasi, Na" miktarim artirirken K* miktarini azaltmstir. H2O2 ve NO’in birlikte
uygulanmasi durumunda en yiiksek K* ve en diisiik Na* miktarlarina ulagilmistir. En yiiksek
Na*, en diisik K* miktarlarina inhibitorler ve tuzun birlikte uygulandigi ¢cPTIO+DPI+tuz
grubunda rastlanmigtir. Distan uygulanan H2O2’in, hiicre zari Na*/H" antiportin SOS1 (Salt
Overly Sensitive 1) mRNA’sin1 diizenleyerek Na* iyonunun hiicre digina atilmasini sagladigi ve
hiicre igindeki Na* toksisitesini engelledigi bildirilmistir (Chung ve digerleri, 2008).

K*/Na" orani, tuz toleransimin belirlenmesinde bir indikator olarak kullanilmaktadir (Zhang ve
digerleri, 2007). Calismamizda Artvin genotipinde en yiiksek K*/Na* orani tek basina H2O;
uygulamasinda goriiliirken, en diisiik K/Na* orani ise cPTIO+DPI uygulamasinda gortilmiistiir.
Mardin genotipinde ise K*/Na* orani en yiiksek grup kontrol grubu iken, en diisiik K*/Na* oram
cPTIO+DPI uygulamasinda bulunmustur. Zhang, Yang ve He nin (2004) Populus euphratica
kalluslarina distan H2O2 ve NO uygulayarak tuz stresine maruz biraktiklar1 calismalarinda distan
uygulanan NO’in, PM NADPH oksidaz aktivitesini artirarak H>O, olusumunu uyardigi ve H>O»

liretiminin transmembran elektrokimyasal gradiyent olusumuna yol agarak hiicrede K*/Na*
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oraninin artmasina neden oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle, arastiricilar PM H*-ATPaz
aktivitesinin artmasmin muhtemelen PM NADPH oksidazin diizenlenmesi yoluyla NO
tarafindan tesvik edildigini bildirmislerdir. Calismamizin ve diger arastirmalarin sonuglari,

disaridan uygulanan H20O> ve NO’in bitkide iyon homeostazisini sagladigini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak,

Bu c¢aligmada patlican (Solanum melongena L.) (duyarli: Artvin, dayamikli: Mardin)
genotiplerinde yapraktan H.O2 ve NO donérleri (H202, SNP) ile inhibitérlerinin (DPI, cPTIO),
on uygulamalarmin sonrasinda 100 mM NaCl’e maruz birakilan bitkilerde iyon dengesi, lipit
peroksidasyonu, antioksidan enzim aktivitesi ve etkilesimleri ile H2O, ve NO 6n
uygulamalarinin oksidatif mekanizma iizerine olasi katilimi ve tuz stresinin olumsuz etkilerini
iyilestirici etkisi arastirilmistir. Elde edilen veriler asagidaki gibi 6zetlenebilir.

e Tek basina H>O; veya NO uygulamasi yaprak taze agirligini K ve T uygulamalarina gore
artirmig, H2O2 ve NO inhibitorlerininin birlikte uygulanmasi azaltmistir. Dondr ve
inhibitdrlerin birlikte uygulanmasi ise inhibitorlerin tek basina uygulanmasina gore yaprak
taze agirhigini daha fazla artirmistir. H2O2 ve NO’in birlikte uygulandigi gruplarda ise yaprak
taze agirligi K, T ve bu maddelerin sadece birinin uygulandigi gruplara gére artmustir.

e Her iki patlican genotipinde de T uygulamasi, K grubuna gére MDA miktarini artirmagtir. T
uygulamasina gore H2O2 ve NO donorii SNP tek tek ya da birlikte uygulandiginda MDA
miktarini azaltirken, DPI ve cPTIO inhibitorleri de tek ya da birlikte uygulandiginda MDA
miktarini artirmistir. Bu azalma ve artis seklindeki degisimler tuza duyarli Artvin
genotipinde Mardin genotipine gore daha fazla olmustur. Ozellikle H,0, ve NO’in birlikte
uygulandig1r grupta MDA miktarmin her iki genotipte de kontrol grubuna yakin degerde
kaldig1 goriiliirken, her iki inhibitdriin birlikte kullanildigi cPTIO+DPI uygulamasinda ise
MDA miktarmnin tiim uygulama gruplar igerisinde en yliksek degere ulastig1 belirlenmistir.
Diger yandan H2O>+SNP+tuz uygulamasi, yalnizca T uygulandiginda ortaya ¢ikan MDA
artigini azaltmistir.

e Tuzuygulamast ile azalan klorofil ve karotenoid miktarlari, H2O2 uygulamasi ile hem Artvin
hem de Mardin genotipinde artmustir. H2O sentez inhibitérii DPI klorofil pigment
miktarlarini azaltmastir.

e H>0.+SNP (NO donérii) uygulamasi T grubuna gore i¢sel HoO2 miktarim azaltmistir. NO
ve HO: inhibitérleri cPTIO+DPI uygulamasi, T grubuna gore H>O> miktar1 Artvin
genotipinde artirmig, Mardin genotipinde ise azaltmustir.
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e Tuz uygulamasina gore CAT ve SOD antioksidan enzim aktiviteleri H2O2 ve NO donorii
SNP’nin tek tek veya birlikte uygulanmasi ile artmistir. H2O2 ve SNP’nin birlikte
uygulanmasimin daha etkili oldugu belirlenmistir.

e Prolin miktar1 her iki genotipte de tuz stresi ile artmustir. H2O2 ve NO dondrii SNP
uygulamast, prolin miktarmi her iki genotipte de K grubuna gore artirirken, T grubuna gore
azaltmistir. H2O2 sentez inhibit6érii DPI ile NO siipiirticiisii cPTIO, T grubuna gore prolin
miktarin1 her iki genotipte de azaltmistir. Calismamizda tuz uygulamasindan sonraki en
yiiksek prolin miktar;, SNP uygulamasinda gériilmiistiir. iki dondriin birlikte uygulandig:
H20,+SNP grubunda, prolin miktar1 her iki genotipte de artarken, iki inhibitoriin birlikte
uygulandigi cPTIO+DPI grubunda azalmustir.

e Tuz uygulamas, her iki genotipte de Na* miktarim artirirken K™ miktarini azaltmustir. Tuz
uygulamasina gore, her iki genotipte de HO2 ve/veya NO uygulamasi Na* miktarini
azaltirken, K* miktarin1 artrmugtir. HO2 sentez inhibitorii DPI uygulamasi veya NO
stipiirtictisii ¢cPTIO uygulamasinda Na" miktar1 artarken K* miktar1 azalmistir. H2O; ve
NO’in birlikte uygulanmasi durumunda en yiiksek K, ve en diisiik Na" miktarlarma
ulasilmistir. En yiiksek Na®, en diisik K* miktarlarina inhibitorler ve tuzun birlikte
uygulandigi cPTIO+DPI+tuz grubunda rastlanmastir.

e En yiiksek K/Na orani, donorlerin birlikte uygulandigi grupta elde edilirken en diisiik K/Na

orani, cPTIO+DPI+tuz uygulama grubunda rastlanilmustir.

Elde ettigimiz veriler 1s18inda H202 ve NO’in, tuz stresinin bitkide olusturdugu olumsuz etkileri,
lipit peroksidasyonunu azaltarak, iyon dengesini ve antioksidan enzim aktivitesini arttirarak
iyilestirebilecegi sonucuna varilmistir. Arastirmamizda hiicrede mevcut bulunan ve ikincil
haberci olarak gérev aldigi bildirilen H2O2 ve NO’in sinyal iletimindeki rolii ve birbirleriyle olan

iligkisi inhibitorleri de kullanilarak kanitlanmustir.

Konu ile ilgili yapilacak sonraki calismalarda, farkli bitki ve mutantlarda, H.O> ve NO’in
Salisilik Asit (SA), Ca*?, ABA gibi diger biiyiime diizenleyiciler ile iliskilerinin farkli uygulama
doz, siire ve bigimiyle etkilerinin fizyolojik, proteomik ve genomik diizeyde incelenmesi,

mekanizmanin aydinlatilmasi agisindan faydali olacaktir.
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