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OZET

TUZ STRESINE MARUZ BIRAKILAN Helianthus annuus L. ve Brassica napus L."TA
SUKROZ UYGULAMASININ ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMI, PROLIN
ICERIKLERI VE BUYUME PARAMETRELERI UZERINE ETKIiSi

Tuz stresi, bitkilerin biiytimesini ve mahsul verimliligini sinirlayarak diinya ¢apinda her gegen
giin artan bir tehdit haline gelmektedir. Kiiresel bir sorun olan tuzluluk, bitkilerin ozmotik ve
iyonik dengelerini bozarak nihayetinde bitkinin Gliimiiyle sonug¢lanabilen ozmotik stres,
iyonik stres ve besin dengesizliklerine yol agmaktadir. Bitkiler, tuzun zararh etkileriyle basa
c¢ikmak i¢in tuza tolerans diizeylerini artirabilen ekolojik, fizyolojik ve molekiiler
mekanizmalarin1 harekete gecirmektedir. Bitkilerin tuzluluga toleranslarin artirilmasi
amaciyla uygulanan siikroz, trehaloz, glisin betain, prolin gibi ¢esitli ozmoprotektanlarin
ekzojen takviyeleri de, bitkilerde tuz stresinden kaynaklanan olumsuz etkilerin
iyilestirilmesinde son derece etkili rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, iki farkli konsantrasyonda
tuz uygulamasinin (75 ve 150 mM NaCl) ve bu konsantrasyonlarla birlikte uygulanan ekzojen
stikrozun (75 mM NaCl+Siikroz ve 150 mM NaCl+Siikroz) ayg¢igegi ve kanola bitkileri
tizerindeki etkileri incelenmistir. Tuz ve ekzojen siikroz uygulanan aygigegi ve kanola
bitkilerinin k6k ve govde uzunluklari, kék ve govde yas-kuru agirliklari, kok ve govde
biyokiitleleri, tolerans indeksleri, klorofil miktarlari, lipid peroksidasyonlari, prolin igerikleri,
toplam protein miktarlari, SOD, CAT, APX enzim aktiviteleri ve antioksidanlarin gen
ekspresyon seviyesindeki degisimleri belirlenmistir. Sonug olarak, tuz stresinin her iki bitki
tirtinde de biliylime parametrelerini olumsuz etkiledigi, klorofil miktarlarini azalttigi, MDA,
prolin ve toplam protein miktarlarini ise artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak artirdigi
belirlenmistir. Tuz uygulanan aygicegi ve kanola Orneklerinde kontrole gore SOD
aktivitesinin arttigi, CAT aktivitesinin azaldigi, APX aktivitesinin ise onemli bir degisime
ugramadig tespit edilmistir. Antioksidanlara ait P5CS, SOD-Mn ve APX gen ifadelerinin
arttigi, CAT gen ifadesinin ise anlamli diizeyde degismedigi kaydedilmistir. Aycicegi ve
kanola bitkilerine uygulanan ekzojen siikroz takviyesinin ise, tuz stresine maruz kalan
orneklerin ekolojik parametrelerini iyilestirdigi, klorofil miktarlarim artirdigi, MDA, prolin
ve toplam protein miktarlarini ise azalttig1 tespit edilmistir. Ekzojen siikroz uygulamasinin,
sadece tuz uygulanan orneklere kiyasla bitkilerin SOD aktivitesini azaltirken, CAT ve APX
aktivitelerini artirdigi gézlenmistir. Tuz stresi altinda siikrozun, ay¢iceginde antioksidanlara
ait gen ifadelerini farkli sekilde etkilerken, kanolada antioksidanlarin mMRNA ekspresyon
seviyelerini artirdigr saptanmustir. Bitkilerin tuzluluga gosterdikleri toleranslar ¢ok farkli
olmasa da ayg¢igeginde biiyiimeye bagli tuz toleransinin nispeten kanoladan daha fazla oldugu
gozlenmistir. Ekzojen siikkrozun da tuz toleransini aygigeginde kanolaya gore daha fazla
artirdigt ortaya konmustur. Ekofizyolojik ve molekiiler diizeyde elde edilen sonuglar
dogrultusunda, ekzojen siikrozun hem aygicegi hem de kanolada tuz stresinin olumsuz
etkilerini hafifleterek iyilestirici bir etki olusturdugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tuz Stresi, Siikroz, Ekolojik Parametreler, Antioksidan Enzim, Gen
Ekspresyonu



ABSTRACT

THE EFFECT OF SUCROSE APPLICATION ON ANTIOXIDANT DEFENSE
SYSTEM, PROLINE CONTENTS AND GROWTH PARAMETERS IN Helianthus
annuus L. and Brassica napus L. EXPOSED TO SALT STRESS

Salt stress is becoming an increasing threat worldwide, limiting plant growth and crop
productivity. Salinity, which is a global problem, disrupts the osmotic and ionic balances of
plants, causing osmotic stress, ionic stress and nutrient imbalances that can ultimately result in
the death of the plant. To cope with the harmful effects of salt, plants activate their ecological,
physiological and molecular mechanisms that can increase their tolerance level to salt.
Exogenous supplementations of various osmoprotectants such as sucrose, trehalose, glycine
betaine, proline, which are applied to increase the tolerance of plants to salinity, also play an
extremely effective role in improving the negative effects of salt stress on plants. In this study,
the effects of salt application at two different concentrations (75 and 150 mM NaCl) and
exogenous sucrose applied together with these concentrations (75 mM NaCl+Sucrose and
150 mM NaCl+Sucrose) on sunflower and canola plants were investigated. Root and stem
lengths, root and stem fresh-dry weights, root and stem biomass, tolerance indices,
chlorophyll amounts, lipid peroxidations, proline contents, total protein amounts, SOD, CAT,
APX enzyme activities and changes in the gene expression level of antioxidants of sunflower
and canola plants treated with salt and exogenous sucrose were determined. As a result, it was
observed that salt stress negatively affected the growth parameters in both plants species,
decreased the amounts of chlorophyll, and increased the amounts of MDA, proline and total
protein depending on the increasing salt concentration. It was determined that SOD activity
increased, CAT activity decreased, and APX activity did not undergo a significant change in
salt-treated sunflower and canola samples compared to the control. It was noted that the
P5CS, SOD-Mn and APX gene expressions of antioxidants increased, while the CAT gene
expression did not change significantly. It was determined that exogenous sucrose
supplementation applied to sunflower and canola plants improved the ecological parameters
of the samples exposed to salt stress, increased the amounts of chlorophyll, and decreased the
amounts of MDA, proline and total protein. It was observed that exogenous sucrose
application decreased the SOD activity of the plants and increased the CAT and APX
activities compared to the only salt applied samples. It was found out that under salt stress,
sucrose differently affected the gene expressions of antioxidants in sunflower, while it
increased the mRNA expression levels of antioxidants in canola. Although the tolerances of
plants to salinity are not very different, it has been observed that the growth related salt
tolerance in sunflower is relatively higher than that of canola. Exogenous sucrose has also
been shown to increase salt tolerance more in sunflower than in canola. In line with the results
obtained at the ecophysiological and molecular level, it has been determined that exogenous
sucrose has an amendatory effect by alleviating the negative effects of salt stress in both
sunflower and canola.

Keywords: Salt Stress, Sucrose, Ecological Parameters, Antioxidant Enzyme, Gene
Expression



ICINDEKILER

Sayfa No

ON SOZ ... i
OZET ... ii
A B ST R A T ettt b e bbbttt b et b e R et e nan e neennnas ii
TABLOLAR LISTEST ......oooiiiiiiiiie st vii
SEKILLER LISTEST .......c.oiiiiiiiieeceeeeee ettt en st en s aen s viii
GRAFIKLER LISTEST .....ccotviiiiiiiie st iX
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI ........ccoooiiiniiinicceessenes X
Lo GIRIS ..ottt ettt 1
1.1. Aycicegi Bitkisinin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlari...............c..cccoceovunee... 1
1.2. Kanola Bitkisinin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlari.................ccc.coocovevuevnnn, 2
1.3. Bitkilerde ADIYOTIK STFES.........coiiiiiiiiiie e 4
130, TUZ SEIESH .ttt 8
1.3.1.1. Ozmotik Stres ve BitKi-Su THSKIleri..............cocoovevveveriiseiceeeee s 10
1.3.1.2. Iyon Toksisitesi ve Besin Dengesizlifi..................cccoccovvvererecesrieerennnnnn, 11
1.3.1.3. Tuzlulugun Kloroplast ve Fotosentez Mekanizmasi Uzerinde Etkileri .... 12
1.3.1.4. Tuz Stresinde Sinyal Tletimi ...............c..cccoooeviiviiiiiieiceee e 13
1.3.1.5. Tuz Toleransi ve Adaptif Yanit Mekanizmalari ..., 14

1.4. Antioksidan SavunmMa SISTEMI ........cccoiiiiiiiiieeee e 19
1.4.1. Lipid Peroksidasyonu (LPO) ... 19
1.4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Serbest Radikaller......................c.cocoe 20
1.4.3. Antioksidan Savunma Sisteminin Enzimatik Bilesenleri.................................. 23
1.4.3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) ..........ccccoiiiiiiii 23
1.4.3.2. KAtAlAZ (CAT) oo 23
1.4.3.3. Askorbat Peroksidaz (APX) ... 24
1.4.3.4. Guaiakol PeroKsidaz (GPX) ......cccoeiiiiiiiiiisiseee e 24
1.4.3.5. Glutatyon Rediiktaz (GR) ............ccccoiiiiiiii e 24
1.4.3.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR).............ccccoociiiiiiiiiiicicee, 24
1.4.3.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR).............ccccoiiiiiiiiini e 25

1.4.4. Antioksidan Savunma Sisteminin Enzimatik Olmayan Bilesenleri ................ 25

LA AL PIOLIN (oot bbb 25
1.4.4.2. ASKOIDAL (ASA) ..ottt bbb 25



1.4.4.3. GIULAtyON (GSH) ...ocviiiicie et 26

1.4.4.4. TOKOTEIOIIET ..o 26
1.4.4.5. KArotenNOIAIET ........coiviiiiiieiiceee e 26
1.4.4.6. Fenolik BileiKIer..................cccccoooiiiiii e 27

1.5. Bitkilerde Sekerin Rolii ve Ekzojen Seker Uygulamalari................ccccooooeeviinnnnnn, 27
1.6. LIteratiir OZeti...........covivriiiiiiiiiiiic s 29
2. MATERYAL METOD ...ttt 34
2.1. Bitki Orneklerinin Yetistirilmesi, Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamalari ............. 34
2.2. Bitkilerin Ekolojik Olciimlerinin Belirlenmesi..................cccooevvveveviiesinccsees 35
2.3. Klorofil Iceriginin Belirlenmesi...................cccocovvueiiicueiienesiceeseee e 35
2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi icin Yapraklardan Protein
S = 1] )] 1 SRS 36
2.5. Lipid Peroksidasyonunun BelirleNmMESi...........cccocvveieiiiiiicii e 36
2.6. Prolin Iceri@inin Belirlenmesi.................ccco.coovvvvieueiiicusiiseesice oo 37
2.7. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi..........ccocoeoiiiiiiiiiciiincen, 37
2.7.1. Toplam Protein Iceriginin Belirlenmesi................cco.cccoovevereeierirercienseceenean, 37
2.7.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi..............cc.ccoevevivnnnnn. 38
2.7.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin BelirlenmeSi.........c.cooiiiiiiniiiinciesieeeees 38
2.7.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi...........ccccoovviiinnnn, 39
2.8. Antioksidanlara Ait Gen Ifadelerinin Belirlenmesi .................c..cccccoooovvvevrvennnnnne, 39
2.8.1. Total RNA TZ0IASYOMU ........c.ovvevieiceeieieceeeceeee e 39
2.8.2. Total RNA Miktarmnin Belirlenmesi..................cccocooiiiiiiiii 41
2.8.3. CDINA SEINTEZI ...ttt 41
2.8.4. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) i¢in Primer
TASATIINL ...t e et e et e e e s et e e e b e e e e e sn b e e e e e s annr et e e e s re e e e e nnnes 41
2.8.5. Kantitatif Gercek Zamanli PZR ...................c.cooiiiiiii 42
2.9. Istatiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi.................cccococoveveviiriirerecnnnne, 43
3. SONUC, TARTISMA VE ONERILER ........c..cccccocoooviiiiiieerceeeeeeeeee e, 44
B L SOMUCIAT ... e 44
3.1.1. Bitkilerin Ekolojik Ol¢iimlerinin Belirlenmesi ..................cccccccoeevrvererinnnnne, 44
3.1.2. Klorofil Miktarlarimin Belirlenmesi .................c.ccoooiiiiiii, 55
3.1.3. Lipid Peroksidasyonunun BelirlenNmesi ..........ccccoooveiiiiiic e 58
3.1.4. Prolin Iceriginin Belirlenmesi..................cco.cocooeviviirercieiercee e, 60
3.1.5. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi ..., 62



3.1.5.1. Toplam Protein Iceriginin Belirlenmesi ................c.c..coooveveevevevieseenenne, 62

3.1.5.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi............................ 64
3.1.5.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi .........ccccccoevveiiiiieic e, 67
3.1.5.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi.........c...ccccceevennen. 69
3.1.6. Antioksidanlara Ait Gen ifadelerinin Belirlenmesi.............c.ccccocovvivviiiirennnnne, 71
3.1.6.1. Total RNA Miktarinin Belirlenmesi.................ccccccooiiiiiiinii e, 71
3.1.6.2. Yapraklarda P5CS mRNA Seviyesindeki Degisimin Belirlenmesi............ 71
3.1.6.3. Yapraklarda SOD mRNA Seviyesindeki Degisimin Belirlenmesi ............. 73
3.1.6.4. Yapraklarda CAT mRNA Seviyesindeki Degisimin Belirlenmesi ............. 75
3.1.6.5. Yapraklarda APX mRNA Seviyesindeki Degisimin Belirlenmesi ............. 77

R 11 3 1 1) 11 TSP PP PPPPPPR 79

3.2.1. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin
Biiyiime Parametreleri Uzerine EtKileri.................cccoooviiiiiieiieicesecee e, 80

3.2.2. Ayc¢icegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin
Klorofil Miktarlari Uzerine EtKileri ................cccocooooiiiiiiviiciiieceie e, 86

3.2.3. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin Lipid
Peroksidasyonu Uzerine EtKileri.................ccccoocviviiiviiiinireiciie e, 87

3.2.4. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin Prolin
Tgerigi Uzerine ELKIleri............cc.c.ooooveiiuiieiicieiece et 89

3.2.5. Ayc¢icegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin
Toplam Protein icerigi Uzerine EtKileri...............c..cccoooviveiiiieiireieiee e, 90

3.2.6. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin
Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri.................cccccocoeeieviieiiriiiieeiennne, 92

3.2.7. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasimin P5CS,

SOD, CAT ve APX Gen ifadeleri Uzerine EtKIleri...........coocoovoveeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesenns 96

330 OMETIIRT ..ottt 100
KAYNAKCA oo e 104
o I L USRS 125

Vi



TABLOLAR LISTESI

Sayfa No
Tablo 2.1. Ayg¢igeginde qPZR igin kullanilan primerler ve niikleotit dizileri ..............c.ccven... 42
Tablo 2.2. Kanolada qPZR ig¢in kullanilan primerler ve niikleotit dizileri...........ccoevervrnenen. 42
Tablo 2.3. Kantitatif ger¢cek zamanli PZR bileSenleri .........ccoocvevviieiinniin e 43
Tablo 2.4. Kantitatif ger¢cek zamanli PZR sicaklik dONglsti.........ccvevvereviieeiiverieiiesiese e 43

Vil



SEKILLER LISTESI

Sayfa No
SeKil 1.1, AYCICEET DITKIST uvviiuvviiiiiieiiii ettt nes 1
SeKil 1.2, Kanola DItKIST.......coviiiiiieiciieee et nneas 3
Sekil 1.3. Bitkilerde stres yanit1 sirasinda goriilen farkli dinamik stiregler ..........ccoceeveennnnnee. 6
Sekil 1.4. Bitkilerde abiyotik stres yanitinda genel sinyal yolu.........ccccoovvviiiiiiniiiiciiiee, 7
Sekil 1.5. Bitkilerde tuz stresine karsi iki-fazli bliylime yaniti..........cccovvveiiveniiien e, 10

Sekil 1.6. Bitkilerin tuzluluga kars1 biyokimyasal ve molekiiler tolerans mekanizmalarini
TICETEIN YANIE A1 ..ttt btttk e bt e e bt e bt b e e b e nbe et e e e been e 15

Sekil 1.7. Bitkilerde iyon homeostazini saglayan SOS sinyal yolu ve vakuolar

KOMPATTIMANTASINA ..vveiiiii ittt e e e e sab e e e bb e e s sbb e e s nbbeeabneesnnneeas 17
Sekil 1.8. Bitkilerde ROS un hiicresel ve molekiiler hasart...........cccoeevviveeiiieeiiiec s, 21
Sekil 1.9. Bitkilerde enzimatik olan ve enzimatik olmayan antioksidanlar..............cc.ccccee... 22
Sekil 2.1. Aycicegi ve kanolaya ait saksilarin deney gruplarina gore sematik gosterimi........ 34

Sekil 2.2. Aycicegi ve Kanolada 7. uygulama sonunda tuz (NaCl) ve tuzla birlikte uygulanan
ekzojen siikroz gruplarina ait sakst @OTUNTHIETT........ccorveeiiiiiiie e 35
Sekil 3.1. Tuz ve ekzojen silikroz uygulanan aygicegi bitkisinde 7. uygulama sonunda saksi
GOTUNLILETT .. 44
Sekil 3.2. Tuz ve ekzojen siikroz uygulanan kanola bitkisinde 7. uygulama sonunda saksi
GOTUNTILETT ... re e 45
Sekil 3.3. Aycicegi ve kanola yapraklarindan izole edilen RNA’larin agaroz jel goriintiileri. 71

viii



GRAFIKLER LiSTESI

Sayfa No
Grafik 3.1. Aycicegi 6rneklerine ait govde ve kok uzunluklart ... 46
Grafik 3.2. Kanola 6rneklerine ait govde ve kok uzunluKlari..........cccccevveveiiieieeince e 47
Grafik 3.3. Aygigegi orneklerine ait kok yas ve kuru agirliklart ........ccoovevveiveieeiiiic e, 48
Grafik 3.4. Kanola 6rneklerine ait kok yas ve kuru agirliklart ..o, 49
Grafik 3.5. Aycicegi 6rneklerine ait govde yas ve kuru agirhiklart.........ccooeviviniiinicicne, 50
Grafik 3.6. Kanola 6rneklerine ait govde yas ve kuru agirliklari...........ooeveveveieeceiie e, 51
Grafik 3.7. Aygigegi orneklerine ait govde ve kok biyokiitleleri........ccvvvervriiieeniiiicieenee, 52
Grafik 3.8. Kanola 6rneklerine ait govde ve kok biyokiitleleri.........covvereiiriiiiiiiiicen 53
Grafik 3.9. Aycicegi 6rneklerine ait tolerans indeKsleri ...........coovvvriiiereninenineee 54
Grafik 3.10. Kanola 6rneklerine ait tolerans indeKSIeri ...........ocvririiierenieieninineseseeieees 55
Grafik 3.11. Aygigegi drneklerine ait klorofil miktarlart..........ccocovveveieneneiieiinieceece 56
Grafik 3.12. Kanola 6rneklerine ait klorofil miktarlari..........ccocoovviiviniinenineninceeies 58
Grafik 3.13. Ayc¢icegi 6rneklerine ait MDA 1¢erTKICTT ........ovuvrieieeriiiie e 59
Grafik 3.14. Kanola 6rneklerine ait MDA 1¢eriKICTT.......cvveruveieiieiiiie e 60
Grafik 3.15. Aygigegi drneklerine ait prolin igerikIeri..........cvvviiiriiriiiiiieiinesesceeeee 61
Grafik 3.16. Kanola 6rneklerine ait prolin igeriKIeri.........c.ccvevieiiieieiiieiiese e 62
Grafik 3.17. Aygicegi drneklerinin toplam protein MiKtart .........ccoceevverereneieninicniesieee 63
Grafik 3.18. Kanola 6rneklerinin toplam protein miktart ............ccocvvveieneneneiineneseees 64
Grafik 3.19. Aycicegi yaprak orneklerine ait SOD aKtivitesi ......covervevrerieriiineneiseneeeiee 65
Grafik 3.20. Kanola yaprak 6rneklerine ait SOD aktivitesi ........cccoereririreiiniinereiseseeeiee 66
Grafik 3.21. Aygicegi yaprak orneklerine ait CAT aKtiVItesi ....oovvveeereereenerieseneseeeeeeeens 67
Grafik 3.22. Kanola yaprak orneklerine ait CAT aKtivitesi......coocuvveerreereenerenineseseeeeeens 68
Grafik 3.23. Aycicegi yaprak orneklerine ait APX aKtivitesi .....ccoovervevrerieiieinenciseseeeiee 69
Grafik 3.24. Kanola yaprak 6rneklerine ait APX aktivitesi........ccovreririieiniiiiieise e 70
Grafik 3.25. Aygicegi yaprak orneklerindeki PSCS MRNA SEVIYESI ......cocvvvriniiiiieiennn 72
Grafik 3.26. Kanola yaprak orneklerindeki P5CS MRNA SEVIYESI ......cccvevviieiieiieieieeienes 73
Grafik 3.27. Aygicegi yaprak orneklerinde SOD-Mn MRNA SEVIYESI ........cccvvirviviieiennn, 74
Grafik 3.28. Kanola yaprak drneklerindeki SOD-Mn MRNA SEVIYESI........ccovvvrviiiieiennn, 75
Grafik 3.29. Aygicegi yaprak orneklerindeki CAT MRNA SEVIVESI .....coovvvvviriiiininieieieene 76
Grafik 3.30. Kanola yaprak orneklerindeki CAT MRNA SEVIYESI......ccoveveririniniiiiieien 77
Grafik 3.31. Aygicegi yaprak orneklerindeki APX MRNA SEVIVESI .......cccovvriiininiiiieienenn, 78
Grafik 3.32. Kanola yaprak drneklerindeki APX MRNA SEVIYESI.......ccevviiriiiniiiiicicen 79



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

% : Yiizde
: Alfa
: Beta
: Gamma
: Delta

S <R ™ R

¢ : Ekstinksiyon katsayis1

ul : Mikrolitre

ng : Mikrogram

uM : Mikromolar

°C : Santigrat Derece

ABA : Absisik Asit

APX : Askorbat Peroksidaz

AsA : Askorbat

AsA-GSH : Askorbat-Glutatyon

BSA : Sigir Serum Albiimini

Ca*? : Kalsiyum

CaM : Kalmodulin

CAT : Katalaz

CBL : Kalsinoérin B Benzeri Protein

cDNA : Komplementer DNA

CDPK : Kalsiyum Bagimli Protein Kinaz
CIPK : Kalsindrin B Benzeri Protein Etkilesimli Protein Kinaz
CI: Klor

CML : Kalmodulin Benzeri Protein

cm: Santimetre

CNGC : Siklik niikleotid-kapil1 iyon kanali
CO:z2 : Karbondioksit

Cu/Zn-SOD : Bakir/Cinko Siiperoksit Dismutaz
DEPC : Dietil Pirokarbonat

DHAR : Dehidroaskorbat Rediiktaz

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit



dS/m (dS mt): DesiSiemens/metre

ECe : Elektriksel fletkenlik

EDTA : Etilendiamin Tetra Asetik Asit
ESP : Degisebilir Sodyum Yiizdesi

FAD : Flavin Adenin Dintikleotit
Fe-SOD : Demir Siiperoksit Dismutaz

g : Gram

GLR : Glutamat-benzeri reseptor

GPX : Guaiakol Peroksidaz

GR : Glutatyon Rediiktaz

GSH : Glutatyon

GSSG : Yiikseltgenmis Glutatyon

H20: : Hidrojen Peroksit

ha : Hektar Alan

HKT : Yiiksek afiniteli K*-tasiyicilari
K* : Potasyum

K2HPO4 : Dipotasyum Hidrojen Fosfat
KH2POs : Potasyum Dihidrojen Fosfat
L : Litre

MAPK : Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz
MDA : Malondialdehit

MDHAR : Monodehidroaskorbat Rediiktaz
Mg : Magnezyum

mg : Miligram

ml : Mililitre

mM: Milimolar

Mn-SOD : Mangan Siiperoksit Dismutaz
MPa : Megapascal

MRNA : Mesajc1 RNA

MUFA : Tekli Doymamis Yag Asitleri
Na*: Sodyum

NaCl : Sodyum Kloriir

NaClO : Sodyum Hipoklorit

NADPH : Nikotinamid Adenin Diniikleotid

Xi



Na2HPO;4 : Disodyum Hidrojen Fosfat
Na2S0s4 : Sodyum Siilfat

NBT : Nitro Blue Tetrazolyum

NHX : Vakuol membraninda lokalize Na*/H* antiporteri
nm : Nanometre

nmol : Nanomol

NO : Nitrik Oksit

NOs: Nitrat

NSCC : Secici Olmayan Katyon Kanali

O2 : Molekiiler Oksijen

102 : Singlet Oksijen

O2¢™ : Siiperoksit Radikali

OHe : Hidroksil Radikali

P : Fosfor

P5CS : Prolin-5-karboksilat sentetaz

PUFA : Coklu Doymamis Yag Asitleri

PVP : Polivinilpirolidon

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA : Riboniikleik Asit

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

rpm : Dakikadaki Devir Sayisi

SFA : Doymus Yag Asitleri

sn : Saniye

SOD : Siiperoksit Dismutaz

SOS (Salt Overly Sensitive) : Tuza Asir1 Duyarlt
TBA : Tiyobarbitiirik Asit

TBARS : Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Madde
TCA : Trikloroasetik Asit

V-ATPaz : Vakuolar tip H-ATPaz

V-PPaz : Vakuolar Pirofosfataz

Xii



1. GIRIS

1.1. Aycicegi Bitkisinin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar1

Aygigegi (Helianthus annuus L.), Asteraceae diger bir adiyla Compositae
(Papatyagiller) familyasinin Helianthus cinsine ait tek yillik, diploid (2n=34) bir bitkidir
(Jocic vd., 2015: 1). Kokeni Kuzey Amerika olan aygigeginin, kiiltiire alinmasi ise gok
eskilere dayanmaktadir. 20. yiizyilin ortalarinda Rusya'da yag orani daha yiiksek olan verimli
cesitlerin  gelistirilmesine yonelik 1slah calismalarinin ardindan yaglik cesitleri Onem

kazanmistir ve gliniimiizde agirlikli olarak Karadeniz bolgesinde yetistirilmektedir (Kaya vd.,
2012: 86-87).

Aygigegi (H. annuus L.), kokleri 150-250 cm derinlige kadar inebilen oldukg¢a saglam
kazik bir kok yapisinin yaninda ana kok tizerinden ¢ikan 30-60 cm derinlikteki sagak kokleri
sayesinde topragi sikica kavramaktadir. Boyu 0,5-5 metre arasinda degisen iizeri tiiyli ve
oldukea kuvvetli dik bir gévde sapi ile buna baglanan yesil, uzun ve oval yapraklara sahiptir
ve bitki sapinin ilizerinde ¢ogunlukla 15-30 cm ¢apinda etsi kalin ve yuvarlak bir ¢icek tablasi
bulundurur. Giines yoniine gore hareket eden bu tablanin i¢ kisminda, meyve veren ¢igekler
mevcutken dis kisminda da tozlasma igin bocekleri geken iri ve giizel goriinimli kisir
cigekler bulunur (Sekil 1.1). Aygigeginin tohumlari ise, beyaz, gri, siyah veya alaca renkli
odunlagmis bir kabuk i¢indedir. Yagl olan ¢esitlerin tohumlar1 daha kii¢lik olurken cerezlik

amagcli kullanilan ¢esitlerin tohumlari ise genelde daha biyiiktiir (MEGEP, 2013: 5-7).

Sekil 1.1. Aycigegi bitkisi
Kaynak: (Planteset, 2021)



Bol giines ve yiiksek sicakligi seven aygigegi (H. annuus L.), tohumlarinin ¢imlenmesi
icin 8-10 °C arasinda degisen bir toprak sicakligina ihtiya¢ duyar. Cigeklenme doneminde ise
en uygun hava sicaklig1 21-24 °C arasidir. Taban suyu yiiksek ve asitli topraklar disinda pH’1
6,5-7,5 olan, drenaj1 iyi, su tutma kapasitesi yiiksek, nemli ve humuslu topraklar aygiceginde
daha iyi bir verim alinabilmesi i¢in oldukca idealdir. Bunun disinda tuzluluk direnci orta
seviye olan aygicegi, derin ve kazik kok yapisi sayesinde kumludan Killiye kadar yapisi
degisik pek ¢ok toprak biinyesinde yetistirilebilir  MEGEP, 2013: 7-8; Kaya, 2013b: 21-22).

Tek wyillik bir aygicegi tohumu, iceriginde %23-24 protein ve %47-50 yag
bulundurmaktadir (Aransiola vd., 2019: 64-65). Yapisinda icerdigi Onemli miktardaki
(530-700 ppm) tokoferol sayesinde hem tohumu hem de yagi, iyi bir E vitamini kaynagidir
(Woodfield ve Harwood, 2016: 38). Diinyada palm, soya ve kanoladan sonra doérdiincii en
biiyiik bitkisel yag kaynagi olan aygicegi, diisik SFA (Doymus Yag Asitleri) igerigi ve
oldukga yiiksek linoleik asit (omega-6 PUFA-Coklu Doymamis Yag Asitleri) degerine
sahiptir (Khurana ve Singh, 2021: 123,128). Aygigeginden elde edilen yagin toplam
tretiminin yaklagik %90 insan tiiketimi igin kullanilirken, sadece %10'u biyodizel ve
endiistriyel amaglar i¢in kullanilmaktadir (Jocic vd., 2015: 2). Aygicegi tohumlari
ogitildiikten sonra kalan kiispesi ise, besi ve kiimes hayvanlarmin yemlerinde siklikla

kullanilan yiiksek proteinli bir iiriin olarak tercih edilmektedir.

Aygigegi tohum yag iiretiminde, diinyada ilk dort sirayr sirastyla Ukrayna, Rusya,
Tiirkiye ve Arjantin paylagsmaktadir (FAO, 2020). Tiirkiye’de aycicegine ait veriler yaglik ve
cerezlik olmak iizere iki farkli sekilde sunulmaktadir. 2022 TUIK verilerine gére, Tiirkiye’de
yaglik aycice8i tohumu tliretimi en fazla Bati Marmara bolgesinde yapilirken Orta Anadolu
bolgesinde ise en fazla cerezlik aygicegi tohumu iiretimi gerceklestirilmektedir. Il bazinda ise
sirasiyla Tekirdag, Edirne, Konya, Kirklareli ve Adana yaglik aycicegi tohumu iiretiminin en
fazla yapildig iller iken Konya, Aksaray ve Kayseri ise gerezlik ay¢igegi tohumu iiretiminde
oncii gelen illerdir (TUIK, 2022).

1.2. Kanola Bitkisinin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar1

Kolza (Brassica napus L.), Brassicaceae familyasinin Brassica cinsine ait kromozom
sayist 2n=38 olan tek yillik, otsu yapida bir yag bitkisidir. Hibrit bir tiir olan kolza (B. napus
L.), diploid tiirler olan Brassica rapa ve Brassica oleracae arasinda dogada kendiliginden

gergeklesen hibridizasyon olay1 sonucu ortaya ¢ikmistir ve iki diploid genom igerdigi icin



amfidiploid bir tiir olarak kabul edilmektedir. Yazlik ve kislik gesitleri mevcut olan kolzanin
Avrupa, Dogu Kanada, ABD ve Cin’in de dahil oldugu pek ¢ok iilkede genellikle kislik
cesitleri tercih edilmektedir. Ulkemizde de ¢ogu bolgede kislik kolza tarimi yapilmaktadir
(Dogru, 2020: 30-31; Woodfield ve Harwood, 2016: 34-35).

Tarihsel olarak bakildiginda kolza, Orta Caglar’dan beri Avrupa'da aydinlatma
amaciyla lamba yagi olarak ve kismen de olsa yemeklik yagi olarak kullanilmistir. Ancak
kolza yaginin insanlar tarafindan tiiketimi, yapisinda icerdigi yiiksek miktarda erusik asit ve
glukosinolat nedeniyle saglikli goriilmemistir. 1970’lerde Kanada’da yapilan yogun islah
caligmalar1 neticesinde ise yeni bir gesit gelistirilerek kolzanin bitkisel yag olarak kullanimi
saglanmigtir. ‘Kanola’ adi verilen bu yeni ¢esit, yaginda %2’nin altinda erusik asit ve

kiispesinde 30 umol/g’den daha diisiik miktarda glukosinolat icermektedir (Dogru, 2020: 32).

Kanola (B. napus L.), kokleri toprakta 100-120 cm derine inebilen ve yanlara dogru
ise 50-80 cm yayilabilen bir kok yapisina sahiptir. Boyu 150-160 cm’e ¢ikabilen kanola, dik,
sert yapilt ve dayanikli bir govde sapma sahiptir. Dalli yapidaki bu saptan koyu yesil-
mavimtirak renkte yapraklar olusur ve alttaki yaprak biiyiikk ve yirtmagl bir yapida olup
ustteki yapraklar daha dar ve uzun bir yapidadir. Semsiye salkim seklinde ve agik sar1 renkte
cigekleri olan (Sekil 1.2) kanolanin tohumlar ise, kapsiil i¢indedir. Tohumlar, rengi koyu
kahveden siyaha kadar degisen yuvarlak ve kiigiik bir yapidadir (MEGEP, 2016: 13-14).

Sekil 1.2. Kanola bitkisi
Kaynak: (NC State Extension Plant Toolbox, 2020)



Yagis alan 1lik iklimlerden hoslanan kanola, biiylime doneminde nemli bir havaya
ihtiya¢ duyar. Kislik kanola, yillik ortalama 5-27 °C sicakliklarda kolayca yetistirilebilir. Kisa
kuvvetli bir kok yapist olusturup rozetlesmesini tamamlayarak girerse kar ortiisii altinda
-15 °C soguklara dayanabilmektedir. Kumlu ve hafif topraklar disinda pH’1 6-7 arasinda
degisen verimli, drenaji iyi, humus ve kire¢ yoniinden zengin, notr ve alkali topraklar

yetistirilmesi i¢in idealdir (MEGEP, 2016: 30).

Kanola, diinyada palm ve soya yagindan sonra bitkisel yag iiretiminin ii¢iincli en
biiyikk kaynagidir (Zhou vd., 2020: 4). Kanola yagi, diisik SFA (Doymus Yag Asitleri)
icerigi, yiiksek MUFA (Tekli Doymamis Yag Asitleri) ve oleik asit igerikleri, faydali bir
omega-3 PUFA (Coklu Doymamis Yag Asitleri) profili ve olduk¢a dengeli N-6:N-3 (2:1)
oranindan dolay1 insan tiiketimi igin en saglikli yaglardan biri olarak kabul edilir. Kanola
tohumu, igeriginde yaklasik olarak %40-45 yag ve %19-28 protein igcermektedir. Tohumu,
beslenme amagli yag tiretiminde veya biyodizel amaciyla kullanilirken, kiispesi ise proteince
zengin hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Yapraklari ise esas olarak Asya’da sebze olarak
veya yine hayvan yemi olarak tiiketilirken, kurutulmus saplar1 ise evlerde yakacak olarak

tercih edilebilmektedir (Jahreis ve Schifer, 2011: 968-969; Goyal vd., 2021: 51, 54).

Kanada, kolza tohumu veya kanola yagi liretiminde diinyada ilk sirada yer alirken
bunu Almanya, Cin, Hindistan, Fransa ve Polonya izlemektedir (FAO, 2020). Tirkiye’de
kolza/kanola tohumu iiretimine bakildiginda, 10 yillik bir siiregte yaklagik 49,000 ton artis
saglanarak 2021 yilinda 140,000 ton iiretim gergeklestirilmistir. 2022 yilinda ise, Tiirkiye’de
kolza/kanola tohumu {iretimi bir dnceki yila gore artis gostererek 150,000 tonu bulmustur.
2022 TUIK verilerine gore, Tiirkiye’de kolza/kanola tohumu iiretimi ve ekilen alani en fazla
Bat1 Marmara bolgesinde yapilirken bu sirayr Bati Anadolu ve Dogu Marmara bolgeleri takip
etmektedir. il bazinda ise 30,387 tonla Edirne ilk sirada yer alirken sirasiyla Tekirdag, Konya
ve Kirklareli illeri kolza/kanola tohumu ekiminin ve {iretiminin en fazla yapildig iller olarak

tespit edilmistir (TUIK, 2022).
1.3. Bitkilerde Abiyotik Stres

Bitkiler, yasamlarini elverisli ya da elverissiz birgok ekolojik faktore maruz kaldiklari,
stirekli degisen ortamlarda gegirirler. Olumsuz c¢evresel kosullar, bitkilerde biiyiime,
metabolizma ve gelisimi engelleyen bir uyaran olan ‘strese’ neden olur. Stres, bitkilerin
biiyiidiigii optimum kosullardan 6nemli bir sapma olarak kabul edilir ve onlarin biiylime,
gelisme ve tireme igin gerekli tam genetik potansiyellerini ifade etmelerini engelleyen asirt
giiclii bir baskiyr temsil eder (Fritsche-Neto ve DoVale, 2012: 14; Saharan vd., 2022: 1).
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Bitkiler, biyotik ve abiyotik olarak siniflandirilan iki tip ekolojik stres faktorlerine maruz
kalmaktadir. Bocekler, herbivorlar, nematodlar, mantarlar, viriisler, bakteriler veya yabani
otlar gibi yasayan organizmalarin neden oldugu hasar, hastalik ve enfeksiyonlar bitkilerde
‘biyotik> strese neden olurken diisiik veya yiiksek sicaklik, kuraklik, su baskini, yiiksek
tuzluluk, agir metaller, ultraviyole (UV) radyasyon, mekanik yaralanmalar ve besin
eksikliklikleri gibi pek ¢ok fiziksel veya kimyasal faktor ise bitkilerde ‘abiyotik’ strese yol
acar (Umar vd., 2021: 1-2).

Abiyotik stresler, bitkilerde gen ekspresyonu ile hiicresel metabolizmadaki
degisiklikleri igeren pek ¢ok yanit1 tetikleyebilir. Bitkilerin abiyotik streslere karsi yanitlari,
dinamik ve karmasik olup bunlar hem geri doniisimlii hem de geri dontlisiimsiiz sekilde
olabilir. Bitkinin strese verdigi yanitlar, stresten etkilenen doku veya organa bagli olabildigi
gibi stresin seviyesi ile siiresi de (akut veya kronik) bu olusturulan yanitlarin karmasiklig
iizerinde etkilidir. Ayrica, bitkinin genotipi ve hangi gelisim asamasinda bulundugu da strese
karsi olusturulan bitki yanitlarini etkiler. Sonug¢ olarak farkli kosullardaki bir kombinasyon,
ayni strese karsi bitkilerin farkli yanitlar géstermesine neden olabilir (Cramer vd., 2011: 2-3;
Fritsche-Neto ve DoVale, 2012: 14).

Bitkiler strese, birkag asamasinin ayrilabildigi dinamik bir siiregle (alarm, aklimasyon,
onarim, tilkenme ve diizelme) yanit verir (Sekil 1.3). Strese maruz kalmadan once bitki,
fizyolojik bir standart kosuldadir. Stres basladiginda bitki, stres yanitinin erken asamasi olan
bir alarm fazina geger. Bu faz, algilama ve sinyallesme ile ilgilidir. Bitkinin canliliginin
azaldigr ve tolerans seviyesinin minimum olabildigi bu asamada, cesitli sinyal yollari
indiiklenir. Eger stres ¢ok yiiksekse ve bitki diigiik tolerans mekanizmalarina sahipse, akut
hasar ve senesens meydana gelebilir. Bitki, hayatta kalirsa ardindan detoksifikasyon, onarim
ve koruma aktivasyonu ile iligkili bir aklimasyon asamasina gecer. Bu asama bitkide strese
karst maksimum direngli yeni bir fizyolojik standarda karsilik gelir ve bu faz stabilize
edilebilir, boylece bitki derin metabolik yeniden diizenlemelerle sonuglanan bir onarim fazina
gecer. Bitki bu fazi siirdiiremezse, canlilifi azalir ve hiicre 6liimiine yol acan kronik hasar
meydana gelir. Bu, geri doniisii olmayan zararlarin meydana geldigi tiikkenme asamasidir.
Ancak senesens baslamadan once stres etkeni ortadan kaldirilirsa, yeni fizyolojik tepkilere yol

acan bir diizelme veya rejenerasyon fazi gozlemlenebilir (Cabane vd., 2012: 223-224).
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Sekil 1.3. Bitkilerde stres yanit1 sirasinda goriilen farkli dinamik siiregler
Kaynak: (Cabane vd., 2012: 224)

Abiyotik stresler, bitkilerde azalmis CO. asimilasyonu, disiik prolin ve klorofil
icerikleri gibi birgok ozmotik etkilere yol agar. Bu abiyotik streslerin ikincil sonuglari ise daha
kompleks olup niikleik asitler, membranlarda ve lipidlerde bulunan proteinler gibi gesitli
hiicresel bilesenlere zarar veren oksidatif stresleri igerir (Saharan vd., 2022: 2). Proteinlerin
denatiirasyonu, enzimlerin inaktivasyonu, DNA hasari, membran lipidlerinin akigkanliginin
ve membran biitiinliigliniin bozulmasi abiyotik streslerin neden oldugu hiicresel hasarlarin bir
kismidir (Kumar, 2020: 371). Bitkiler, bu tiir kosullar altinda hayatta kalabilmek i¢in strese
uyum saglamaya (adaptasyona) veya stresten kag¢inmaya olanak taniyan bazi karmasik
mekanizmalar gelistirmislerdir. Hiicresel diizeyde membran sisteminin ayarlanmasi, hiicre
duvarinin yapisinda modifikasyonlar, hiicre dongiisii ile hiicre boliinmesindeki degisiklikler
ve spesifik diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerin (salisilik asit, jasmonik asit, etilen gibi)
sentezini iceren bu mekanizmalar sayesinde bitkiler strese karsi en uygun yanitlari

olusturmayi saglar (Onaga ve Wydra, 2016: 168).

Abiyotik stres kosullar1 altinda bitkiler, cogunlukla stomalar araciligiyla su kaybini en
aza indirecek mekanizmalarin1 harekete geg¢irir, ancak bu durum COz alim1 ve fiksasyonu
azaltarak bitkilerin fotosentetik kabiliyetini etkiler, dolayisiyla ROS iiretimi ve oksidatif hasar
insidansinda bir artisa yol agar. Bu nedenle, bitkilerin abiyotik strese karsi olusturdugu esas

metabolik yanitlar, su kaybi1 (ozmolitlerin biyosentezini indiikleyerek) ve oksidatif hasar
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(antioksidan bilesiklerin biyosentezini indiikleyerek) ile basa ¢ikmaya yonelik olur (Arbona
vd., 2017: 1). Bitkilerin biliylimeleri ve hayatta kalabilmeleri, stres uyaranina yanit vererek
sinyal iretebilme ve uygun biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikleri baglatabilme
yeteneklerine baglidir. Abiyotik streslerin aktive ettigi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretimi, redoks potansiyelindeki veya hiicresel Ca*? iyon seviyesindeki degisiklikler ve iyon
homeostazinin bozulmasi gibi ¢esitli savunma sinyalleri, bitki hiicrelerindeki spesifik
reseptorler tarafindan algilanir ve hiicre igi akis asagi sinyal iletim yollarina iletilir. Cesitli
sinyal kaskadlar1 aktiflestirilerek spesifik gen ekspresyonunun tetiklenmesi i¢in niikleer
transkripsiyon faktorleri uyarilir. Boylece uygun transkripsiyon diizenlemesi ile strese yanit
olusturularak homeostatik diizen yeniden kurulur ve strese tolerans saglanmis olur (Sekil 1.4)
(Wang vd., 2016: 2-3; Chi vd., 2019: 2; Saharan vd., 2022: 1).
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Sekil 1.4. Bitkilerde abiyotik stres yanitinda genel sinyal yolu
Kaynak: (Wang vd., 2016: 3; Khan vd., 2018b: 2)



1.3.1. Tuz Stresi

Ozellikle karasal ekosistemin vazgegilmez materyallerinden biri olan toprak, bitkilerin
biliyiime ve gelisimi igin gerekli besin ve mineral elementleri saglamaktadir. Ancak, bazen
dogal faktorlerle veya tarimsal, endiistriyel ve antropojenik faaliyetlerle topragin dogal yapisi

degiserek toprakta ‘tuzlanma’ durumu gozlemlenebilmektedir (Singhal vd., 2021: 2).

Suda ¢ozlinebilen tuzlarn iyonlarinin toprakta asir1 birikmesi ile meydana gelen
toprak tuzlulugu, diinya toplam karasal alaninin %6’sindan fazlasina karsilik gelerek diinya
tizerinde 800 milyon hektardan fazla topragi etkileyen olduk¢a Onemli bir sorundur
(Isayenkov, 2012: 302-303). Diinyada sulanan mevcut 230 milyon hektar alanin yaklasik
olarak %20’si (45 milyon hektar1) tuzdan etkilenmekte olup bu durum, o6zellikle bitki ve
mahsullerde verimliligi kisitlamaktadir (Parihar vd., 2015: 4056-4057). Tirkiye’de ise,
yaklagik 1,5 milyon hektar alanda tuzluluk sorunu bas gosterirken bunun yaklasik %32,5%
sulanabilir arazilerdir (Ekmekgi vd., 2005: 118).

Biinyesinde yiiksek konsantrasyonlarda ¢oziiniir tuza sahip, elektriksel iletkenligi
(ECe) 4 dS mlden (40 mM NaCl’ye esdeger) fazla olan topraklar ‘tuzlu’ olarak kabul
edilmektedir. Bu topraklar, yaklasik 0,2 MPa'lik bir ozmotik basing olusturur ve 8,5'ten diisiik
bir pH degeri ile %15'in altinda degisebilir sodyum yiizdesine (ESP) sahiptir. Coziiniir tuzlar
arasinda, topraktaki tuzluluga katkida bulunan esas bilesen ise NaCl'dir (Javid vd., 2011: 193;
Bojorquez-Quintal vd., 2012: 13616).

Iklimsel degisiklikler, drenaj, sulama suyu Kkalitesi, gesitli tarimsal uygulamalar
(giibreleme ve pestisit kullanimi) gibi bircok ¢evresel ve antropojenik faktor, topragin
tuzlanmasinda etkin rol oynar. Topraktaki tuzluluk, tuzlulugun kaynagma gore, birincil ve
ikincil olarak siniflandirilir. Genel olarak, toprakta tuzlarin dogal siireclerle birikmesi
‘birincil” tuzluluktur. Birincil tuzluluk, kayalarin dogal pargalanma siireglerinin bir sonucu
olarak sodyum, kalsiyum ve magnezyum kloriirleri, siilfatlar ve karbonatlar gibi ¢oziiniir
tuzlarin toprak ¢ozeltisine karigmasiyla ve riizgar/yagmur tarafindan getirilen deniz tuzunun
toprakta birikmesiyle olusur. Bu siirecte en kolay tasinan tuz, sodyum kloriirdiir. Ote yandan,
ikincil tuzluluk ise dogal kaynaklarin yonetiminin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve ¢ok yillik
mahsullerin tek yillik mahsullerle degistirilmesi, yiiksek konsantrasyonda tuz iceren sulama
sularinin kullanilmasi ve tamamen toprak tuzlulugunu artiran kimyasal giibrelerin irrasyonel
kullanim1 gibi ¢esitli insan faaliyetlerinden kaynaklanir (Isayenkov, 2012: 303; Gamalero vd.,
2020: 1; Giordano vd., 2021: 16).



Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yari-kurak iklim bolgelerinde 6nemli bir sorun teskil eder.
Yetersiz yagis, yiiksek buharlagma, tuz iceren tortularin varligi ve s1g, tuzlu yeralti sularinin
birlesik etkisi topraklarin tuzlanmasina neden olur. Ayrica iyi bir drenaj sisteminin olmamasi

sorunu daha da agirlastirabilir (Nawaz vd., 2010: 5475; de Oliveira vd., 2013: 69).

Topraktaki tuzluluk esas olarak NaCl, NaSOs gibi nétr tuzlardan kaynaklanir, ancak
Ca, Mg ve K’nin karbonatlar1 ve siilfatlar1 da biiyiik miktarlarda birikebilir (Gamalero vd.,
2020: 2; Fang vd., 2021: 1). Tuz stresi, Na*, CI" gibi fazla minerallerin bitkiler tizerinde
olusturdugu olumsuz etkiler sonucu ortaya ¢ikar (Parihar vd., 2015: 4056). Toprak tuzlulugu,
tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi, ¢igeklenme ve meyve olusumu dahil olmak iizere bitkilerin
morfolojileri ve fizyolojileri tizerinde ¢ok sayida yikici etki gosterir ve bitki biiylimesi ile
verimliligini sinirlar (Shahzad vd., 2019: 61; Zhao vd., 2021: 1). Yiiksek tuzluluk, bitkilerde
su stresi, iyon toksisitesi, beslenme bozukluklari, oksidatif stres, membran diizensizligi,
metabolik siire¢lerin degismesi, genotoksisite ve hiicre boliinmesi ve genislemesinde azalma
gibi pek ¢ok biyokimyasal ve molekiiler degisikliklere sebep olur ve bitkilerde fotosentez,
protein sentezi, enerji ve lipid metabolizmas1 gibi tiim ana siiregleri etkiler (Carillo vd., 2011.:
21).

Toprak tuzlulugu, bitkileri esas olarak iki sekilde etkiler. Bir yandan, bitki koklerinin
etrafindaki su potansiyelini azaltip suyun kok emilimini sinirlayarak bitkileri fizyolojik
kurakliga, yani ozmotik strese sokar. Ote yandan ¢esitli kanal ve tasiyici1 proteinler yoluyla
dogrudan hiicreye giren sodyum ve klor iyonlari, bitki dokularinda birikerek iyon toksisitesi
ile besin dengesizliklerine neden olur ve bitkilerde bir iyonik stresi tetikler. Bu yonlerin her

ikisi de bitkilerde ¢esitli metabolik bozukluklara neden olabilir. (Fang vd., 2021: 1-2).

Tuzlulugun bitkiler tizerindeki etkisi, ozmotik stres ve spesifik iyon toksisitesini igeren
‘iki-fazli bliylime yaniti’ ile daha net anlagilir (Sekil 1.5). Bu yanitta, gen¢ yapraklarin
biiylimesini baskilayan hizli bir ozmotik faz ve yiiksek tuz birikimi nedeniyle olgun
yapraklarin yaslanmasini hizlandiran daha yavas bir tuza 6zgii (iyon toksisitesi) faz olmak
iizere iki ana asama bulunur. Ilk asama, hiicre-su iliskilerinde degisikliklere neden olan kok
disindaki ozmotik degisikliklerden kaynaklanir. Bitkinin su emme yetenegini azaltan bu fazda
(ozmotik stres), dakikalar ila giinler iginde iyon etkisinden bagimsiz bir biiyiime azalmasi
gergeklesir, bu da stomalarin kapanmasina ve ozellikle de siirgiinde hiicre genislemesinin
engellenmesine neden olur. Ikinci asama ise, giinler hatta haftalar icinde gerceklesir ve
metabolik siiregleri yavaslatan, erken yaslanmaya (Senesense) ve nihayetinde hiicre 6liimiine

neden olan sitotoksik iyon seviyelerinin birikmesiyle ilgilidir. Tuza 6zgii bu fazda, tuz
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toksisitesi 6zellikle yash yapraklarda senesense neden olabilir ve toplam fotosentetik yaprak
alanini azaltabilir. Sonug olarak, bitkiye fotosentat arzinda bir azalisa neden olur ve biiyiime
icin gerekli genel karbon dengesini etkiler. Bu iki fazli modele gore, hem tuza duyarli hem de
tuza toleransh bitkiler icin ilk biliylime diisiisii, koklerin disindaki ortamda bulunan tuzlarin
ozmotik etkisinden kaynaklanir. ikinci asamadaki durum ise, tuza duyarli tiirlerin
yapraklarindaki toksik tuz birikmesini engelleyememesinden dolay1 tuza toleransli olanlardan
farklidir (Lauchli ve Grattan, 2007: 3-4; Isayenkov ve Maathuis, 2019: 1).

Kademeli olarak

tuz ekleme
Sirgiin
biyiime < = == == Toleransl bitki
hizi ~
~
~ Duyarl (hassas) bitki

+ —r +—
Faz 1 Faz 2
(ozmotik stres) (tuza dzgii etki)

Zaman (gilinden haftaya)

Sekil 1.5. Bitkilerde tuz stresine kars1 iki-fazli biiyiime yaniti
Kaynak: (Lauchli ve Grattan, 2007: 3)

1.3.1.1. Ozmotik Stres ve Bitki-Su liskileri

Toprak ¢ozeltisindeki ¢oziinmiis tuz iyonlari, bitki kokleriyle yakin temas halindedir.
Bu tuz iyonlarmin yiiksek seviyeleri, toprak suyunun ozmotik potansiyelini azaltarak bitki
kok hiicreleri ile toprak ¢ozeltisi arasindaki su potansiyelinde bir dengesizlige neden olur. Bu
durum, bitki kok hiicrelerinde hizli ve dogrudan etkiler olusturarak bitkilerde ozmotik (su
eksikligi) stresi indiikler. Ozmotik stres, bitki hiicreleri i¢in gereken su mevcudiyetini azaltir
ve topraktan su aliminin azalmasina sebep olarak hiicrelerde dehidrasyona yol agar. Ayrica,
tuzluluk kosullarinda tuz iyonlarinin artan aktivitesi, ozmotik potansiyelin azalmasina ve bitki
hiicrelerine pasif tuz iyonu penetrasyonuna neden olur (Kosova vd., 2013: 6758, 6762). Tuz
stresinden kaynakli ozmotik etki, absisik asidin (ABA) sentezini ve birikmesini de

indiikleyerek bitkilerde stomalarin kapanmasina neden olur. Stomalarin kapanmasi,
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transpirasyon (terleme) orani ve karbon alimini diisiiriir, bu da fotosentetik aktivitenin
azalmasia neden olur. Bitki hiicrelerinde nispi su igerigi, yaprak su potansiyeli, ozmotik
potansiyel ve transpirasyon oraninda azalmaya yol acan ozmotik stres, yapraklarin ve
govdelerin plastik biiytimesiyle iliskili bir kuvvet olan turgor basincini da etkiler. Tuzluluk
kosullarinda azalan turgor potansiyeli, hiicre boliinmesi ve hiicre uzamasi ile iliskili olan
yaprak genislemesini etkileyerek fotosentezin azalmasina sebep olur (Nayidu vd., 2013: 250;
Shahzad vd., 2019: 64-65).

1.3.1.2. iyon Toksisitesi ve Besin Dengesizligi

Bitkilerin yaprak gibi siirgiin kisimlar1 koklere kiyasla sodyuma kars1 daha hassastir ve
bu kisimlarda daha yiiksek konsantrasyonlarda sodyum (Na*) ve Kklor (CI) iyonlari
birikmektedir. Bu nedenle toprakta bulunan tuz iyonlari, bitki kokleri tarafindan alinarak
ksilemdeki transpirasyon akisiyla siirgiinlere uzun mesafeli olarak tasinir. Yaprak gibi
dokularda tuz iyonlarinin toksik bir sekilde birikimi de, bitkiler i¢in ¢esitli ozmotik ve
metabolik sorunlara yol agan spesifik iyon toksisitesiyle sonuglanir (Tester ve Davenport,
2003: 504). Bitki dokularinda biriken asir1 Na* iyonu, hiicre zarina ve bitki organellerine zarar
vererek bitkilerde hiicre 6liimiine neden olabilir (Hussain vd., 2019: 5). Sitozolde yiiksek CI°
birikimi ise, bitkilerde toksik bir radikal patlamaya yol agabilir ve fotosentezi engelleyerek
kloroplast homeostazin1 bozabilir. Yapraklarda CI toksisitesinin ilk belirtileri, genellikle
nekrotik lezyonlara doniisebilen klorotik renk degisimleridir ve nihayetinde yaprak uglarinin

yanmasi ve yapraklarin solmasidir (Geilfus, 2018: 877, 883).

Toprakta NaCl gibi ¢oziinlir tuzlarin asir1 varhgi, bitkiler igin gerekli olan mineral
besin maddelerinin bitkiye alimini sinirlar. Na* ve CI* iyonlari, potasyum (K¥), kalsiyum
(Ca*?), fosfor (P), magnezyum (Mg) ve nitrat (NO3) gibi diger besinlerle rekabet ederek bu
besinlerin bitkiye alimini azaltmakta ve bitkilerde besin eksiklikleri veya dengesizliklerine
neden olmaktadir (Javid vd., 2011: 194; Parihar vd., 2015: 4059). Na* toksisitesi, bitkilerde
¢ogunlukla K* ve Ca*? eksikliklerine yol agarken, CI- toksisitesi ise nitrat alimmm kisitlayarak
bitkilerde NOs™ eksikligine neden olmaktadir (Grattan ve Grieve, 1992: 275).

Bitkiler, normal hiicresel fonksiyonlari i¢in sitozollerinde genelde nispeten yiiksek bir
K* konsantrasyonu ve nispeten diisik bir Na® konsantrasyonuna sahiptir. Sodyum (Na*)
iyonunun, sitozolde 10 mM'den daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi ¢ogu bitki hiicresi
icin oldukg¢a zararh iken, temel hiicresel katyon olan potasyum (K*) iyonunun ise sitozolde
100-200 mM araliginda bulunmasi verimli bir metabolik isleyis i¢in gereklidir. Potasyum,

bitkilerde hiicre turgoru, zar potansiyeli ile zar biitiinliigiiniin korunmasi ve sitozelde 50’den
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fazla enzimin aktivasyonunda kritik 6nem arz eden hiicresel bir katyon ve besin elementidir.
Kok yiizeyindeki sodyum iyonlari, benzer kimyasal &zelliklerinden dolayr potasyum ile
rekabet ederek bitkiye potasyumun alinmasini engeller ve bitkilerde K* eksikligine neden
olur. Dahasu, sitozelde biriken fazla Na™ iyonlari, K" nin hiicresel baglanma yerlerini alarak
birgok enzimin ve proteinin aktivitesini azaltir veya engeller (Kader ve Lindberg, 2010: 233;
Park vd., 2016: 449; Narsing Rao vd., 2019: 425). Kok bolgesindeki artan NaCl
konsantrasyonlar1 nedeniyle hiicresel K*/Na* oranindaki azalis, biyokiitle birikimi dahil olmak
tizere ¢esitli metabolik ve fizyolojik stirecleri etkileyerek bitkilerde iyonik bir dengesizlik
yaratir. Bu nedenle, metabolik olarak aktif bir doku i¢inde yiiksek bir K*/Na® oraninin

stirdiiriilmesi, iyonik homeostazin saglanmasi ve tuza direng gosterilmesi agisindan esastir
(Nayidu vd., 2013: 251; Chakraborty vd., 2018: 328).

Bitki biiyiime ve gelisimi, 0zmotik dengenin korunmasi, membran stabilitesi ve hiicre
ici sinyallesme igin gerekli bir esansiyel besin elementi olan kalsiyum ise, biyotik ve abiyotik
stres durumlarinda bitki dokularinin direncini artirmakta ve tuzluluk gibi gesitli stres
kosullarinda 6nemli bir ikincil haberci molekiil olarak sinyal islevi goérmektedir. Kok
bolgesinde artan Na* konsantrasyonu, kalsiyumun (Ca*?) alinmasi ve tasinmasini engelleyerek
bitkilerde hiicresel kalsiyum dengesini bozmakta ve bitkilerin biiylimesini azaltmaktadir.
Membrana bagh Ca*? iyonlarinin yerini alarak membran biitiinliigiinii bozan Na"nin bu
rekabetci inhibisyonu, hiicrelerde Ca*? seviyesini azaltir ve diisiik bir Ca*?/Na* oranina sebep
olur. Bitkilerde yiiksek bir Ca*?/Na* oranmi veren fazla Ca*? konsantrasyonlar1 sayesinde

plazma membranin Na''ya gecirgenligi azalir ve yiiksek Ca*?

seviyeleriyle hiicre duvari
ozellikleri degistirilerek pasif akigsla Na* birikiminin 6niine gegilir (Kader ve Lindberg, 2010:

234; Hadi ve Karimi, 2012: 2049; Park vd., 2016: 450; Hao vd., 2021: 5).

1.3.1.3. Tuzlulugun Kloroplast ve Fotosentez Mekanizmas1 Uzerinde Etkileri

Kloroplastlar, bitkilerin hayatta kalmasim1 saglayan fotosentez gibi onemli
biyokimyasal reaksiyonlarin gergeklestirildigi hiicresel organellerdir. (Hameed vd., 2021: 1).
Fotosentezde goérev alan fotosentetik pigmentler, tilakoid membran proteinleri, membran
lipidleri ve ¢esitli enzimler, yiiksek tuzluluktan olumsuz etkilenmekte ve bu da, bitkilerin

fotosentetik aktivitesinde azalmayla sonuglanmaktadir (Hao vd., 2021: 4).

Yiiksek tuzluluk, tilakoid membranlarda elektron akisini bozmakta ve hidroksil
radikali (OHe), hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini artirarak
tilakoidlerin sismesine neden olmaktadir (Miyake vd., 2006: 224). Kloroplast zarfinin kaybi,

grana ve tilakoidlerin diizensizligi, plastoglobiilin sayis1 ve boyutunda artis, tuzlulugun
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kloroplastlar tizerinde olusturdugu 6nemli etkilerdendir. Tuz stresi, bitkilerde kloroplast dis
membran yapisinin bozulmasina, nisasta igeriginin azalmasina, mezofil hiicrelerinde tilakoid
membranlarin ve grana lamellerinin sismesine ve daha yiiksek tuz konsantrasyonlarinda grana
ve tilakoidlerin yikimina yol agmaktadir. Ancak, nisasta sentez yolunda gorev alan siikroz-
fosfat sentazin daha yiiksek aktivitesi veya nisasta pargalanmasinda gorev alan enzimlerin
hasar gérmesiyle iligkili olarak kloroplast stromasinda nisasta birikiminde artig olabilmekte ve
kloroplast boyutunun artmasina yol agan biiyiik nisasta taneleri goriilebilmektedir (Khavari-
Nejad ve Mostofi, 1998: 151; Bejaoui vd., 2016: 9-10; Acosta-Motos vd., 2017: 10-11).

Yiksek tuzluluk, klorofil, karotenoid gibi fotosentetik pigmentlerin miktarlarinin ve
fotosenteze katilan enzimlerin aktivitelerinin degisimine neden olarak bitkilerde fotosentetik
aktiviteyi etkileyebilir (Shahid vd., 2020: 6). Tuz stresi altinda, bitkilerde Klorofil a, klorofil b
ve karotenoid gibi fotosentetik pigmentlerin miktarlarinda azalmalar goériilmekte (Taibi vd.,
2016: 308) ve CO: fiksasyon reaksiyonlarinda goérev alan Rubisco (ribuloz-1,5-bifosfat
karboksilaz/oksigenaz) enziminin maksimum karboksilaz aktivitesinde de bir disiis
yaganmaktadir (Shu vd., 2014: 763). Bu gibi stoma dis1 kisitlamalar, bitkilerin CO>’ye
erisimini sinirlayarak fotosentetik aktiviteyi azaltmaktadir. Ote yandan, stoma iletkenliginin
azalmasi gibi stoma kaynakli kisitlamalar, bitkilerde fotosentezin azalmasinin ¢ogunlukla esas
nedenidir (Shahzad vd., 2019: 64). Tuzluluk kosullarinda bitkilerde, azalan su potansiyeli ile
iligkili olarak stomalar kapanir ve mezofil iletkenligi azalir (Flexas vd., 2006: 344; Chaves
vd., 2009: 553). Tuz stresi altinda, ABA sentezindeki ani artig, H2O> gibi reaktif oksijen
tiirlerinin birikimi ve siirgiinlerde K* igeriginin azalmasi gibi baz1 faktorler bitkilerde stoma
kapanmasini indiikler ve boylece bitkinin transpirasyonla kaybedecegi suyu korumasini saglar
(Hedrich ve Shabala, 2018: 87). Ancak, stomalarin kapanmasi ve stoma iletkenligindeki
azalis, dis ortamdaki CO2'nin kloroplastlara difiizyonunu 6nemli 6l¢iide kisitlayarak hiicreler
aras1 CO2 konsantrasyonunu azaltir ve nihayetinde de, bitkinin fotosentez hizinda azalmaya
neden olur (Hao vd., 2021: 4). Bunlarin disinda, tuz stresinin membranlarda olusturdugu
oksidatif hasar sonucunda da fotosentez mekanizmasi zarar gorerek fotosentez orani diigebilir
(Chaves vd., 2009: 553; Shahzad vd., 2019: 64).

1.3.1.4. Tuz Stresinde Sinyal Iletimi

Yiksek tuz konsantrasyonu, bitki kdk hiicrelerinin plazma membraninda bulunan
protein ve reseptorler tarafindan algilanmakta, ardindan kalsiyum, reaktif oksijen tiirleri
(ROS), inositol fosfat gibi ikincil habercilerin aktivasyonu gerceklesmektedir. Ikincil

haberciler, artan sitozolik Ca* seviyesiyle sonuclanan hiicresel Ca*? seviyesinin
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regiilasyonunu saglamaktadir. Artan sitozolik Ca*? seviyesi, CaM (kalmodulin), CML
(kalmodulin benzeri protein), CDPK (kalsiyum bagimli protein kinaz), CBL/CIPK
(kalsinérin-B benzeri protein/ kalsindrin-B benzeri protein etkilesimli protein kinaz) gibi
kalsiyum sensor proteinleri tarafindan algilanarak hiicrede protein fosforilasyon olaylarinin
baslamasi saglanir. Nihayetinde, hiicrenin korunmasindan sorumlu olan stres yanit genlerinin
ekpresyonlart artirilarak ve bu genleri kontrol eden transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu
saglanarak strese yanit olusturulur. Kalsiyum bagimli SOS sinyali, MAPK kaskadlari, ROS ve
hormon sinyalleri gibi 6nemli sinyal yolaklari, bitkilerde biyokimyasal ve molekiiler diizeyde
tuza yanit mekanizmalari olusturulmasinda etkin rol oynar (C Nikalje vd., 2017: 545; Lan Thi
Hoang vd., 2017: 484; Kaleem vd., 2018: 309).

1.3.1.5. Tuz Toleransi ve Adaptif Yanit Mekanizmalari

Bitkiler, yiiksek tuz kosullarinda gosterdikleri yeteneklere goére halofitler veya
glikofitler olarak iki sekilde simiflandirilmaktadir. Halofit bitkiler, gelistirdikleri ¢esitli
adaptasyon mekanizmalar1 ile yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (>200 mM NaCl) hayatta
kalabilen ve iyi biiyiiyebilen oldukg¢a direncli tiirlerdir. Glikofitler ise, hem hiicresel hem de
tiim bitki diizeyinde tuzlu kosullardan ciddi sekilde etkilenen tuza duyarli bitki tiirleri olup
mahsul bitkileri dahil karasal bitkilerin pek ¢ogunu igermektedir (Parida ve Das, 2005: 325;
Shahid vd., 2020: 2).

Bitkiler, yiiksek tuzluluga adapte olabilmek i¢in gesitli biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmalar gelistirmislerdir (Sekil 1.6). Iyon homeostazi ve kompartimanlasma,
ozmolitlerin indiiklenmis biyosentezi, antioksidan savunma sisteminin aktivasyonu ve
tuzlulukla iliskili genlerin ekSpresyonlarinin degisimi bitkilerin gelistirdigi 6nemli tuz tolerans

mekanizmalarindandir (Tang vd., 2015: 2).

14



Tuz Stresi

Toprak suyunun azalan ozmotik potansiyeli Artan tuz iyon konsantrasyonu (Na+, CI)
Hizli ozmotik etki / Geg iyonik etki
Azalan ozmotik potansiyel (toprak suyu) Hucrelerde artan tuz iyon konsantrasyonu

Tuzun yasgl yapraklarda toksik
Azalan su alimi (dehidrasyon) konsantrasyonlarda birikmesi

J: Sitoplazmanin ozmotik ayari  © rotein degradasyonu [

\/Oksidatif stres Tuz iyonu diglama

=

Antioksidanlar

Sinyallesme Doku toleransi  Sinyallesme

Tuz iyonunun hiicre igi
kompartimanlasmasi

Metabolik degisimler
(Enerji istekleri)

Protein sentezi

(" en ekpesyonunda
N _ degisiklikler

Bitki Yaniti

Sekil 1.6. Bitkilerin tuzluluga kars1 biyokimyasal ve molekiiler tolerans mekanizmalarini
iceren yanit ag1

Kaynak: (Kosova vd., 2013: 6763)

Tiim bitkiler, hemen hemen benzer tuz tolerans mekanizmalarina sahiptir. Glikofitler
de, halofitler gibi hiicresel ozmotik ve turgor basincini korumak igin ozmotik ayarlama, iyon
transportu veya iyon detoksifikasyon mekanizmalarini kullanmaktadir. Ancak, 6nemli olan
halofit ile glikofit arasinda nitelikselden ¢ok niceliksel farkliliklardir. Halofitler, tim
bitkilerde bulunan ayni temel strese duyarli genlerin yiiksek farkli regiilasyonuna sahiptir ve
dolayistyla tuzluluga daha toleranshidir. Bu durum, tuzluluk toleransinda yer alan anahtar
genlerin halofitlerde daha yiiksek ekspresyonundan veya halofitik proteinlerin muadili olan
glikofitik proteinlerden daha aktif olmasindan kaynaklanabilir (Mishra ve Tanna, 2017: 3;
Van Zelm vd., 2020: 19). Bununla birlikte, halofitler gelistirdikleri baz1 6zel anatomik ve
morfolojik adaptasyonlar veya kaginma mekanizmalar1 sayesinde de yiiksek tuzluluga adapte

olabilmektedir (Yokoi vd., 2002: 26).

Bitkiler, yiiksek tuzlulugun neden oldugu hasari hafifletmek i¢in tuz iyonlarinin
seviyelerini tolere edilebilir bir araliga disiirmeli veya bitkinin tuz stresine toleransini
arttrmalidir. Bu nedenle, bitkilerin tuzun yol actig1 hasardan kaginmada dort secenegi vardir:
Tuzun atilimi, tuzun seyreltilmesi, tuzun birikimi ve tuzun dislanmasi. Tuzun atilmasi,
halofitlerde olduk¢a yaygin bir strateji olup bitkilerin tuz bezlerinden fazla tuzu disar1 atarak

iyon homeostazini siirdiirmelerini saglar. Tuzun seyreltilmesi, bitkilerin yiiksek miktarlarda
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suyu emerek veya hiicrelerinin boyutunu artirarak viicutlarindaki tuzu seyrelttikleri bir
stratejidir. Tuzun birikimi ise, hiicrenin 6nemli boliimlerine verdigi zarar1 azaltmak amaciyla
fazla tuzun vakuollerde depolanmasi olurken, bitkilerin baz1 6zel yapilarla tuzun viicutlarina

girmesini engellemesi de tuzun dislanmasidir (Hao vd., 2021: 7).

Hiicre i¢i yiiksek sitozolik K*/Na* oranmnin siirdiiriilmesi, tim bitkilerde tuzluluk
toleransi i¢in olduk¢a onemlidir (Tang vd., 2015: 428). Halofit ve glikofit bitkilerin her ikisi
de, sitozollerinde yiiksek seviyelerde tuzlar tolere edemez ve bu nedenle, fazla Na* iyonlar
ya vakuollerde depolanir ya da gen¢ dokularin korunabilmesi amaciyla bitkinin eski
dokularinda toplanir (Gupta ve Huang vd., 2014: 2). Bitkilerin sitozellerindeki fazla tuz
iyonlarindan vakuole aktararak veya eski dokularinda tutarak kurtulmasi, metabolik siirecler
ile biiylimenin devamlilig1 veya hiicre 6liimiiniin engellenmesi agisindan olduk¢a 6nem arz

etmektedir (Zhu, 2003: 441).

Na*’nin vakuolar bolmelendirilmesi/kompartimanlasmasi,  sitoplazmadaki  Na*
toksisitesinin Onlenmesi ve hiicresel iyon homeostazinin saglanmasi agisindan Kritiktir.
Vakuol membraninda bulunan Na*/H" antiporterleri (NHX-tipi tasiyicilar), sitoplazmadaki
fazla Na* iyonlarmm vakuollere sekestrasyonunu saglar. Ancak bu tastyicilar, Na*nimn
tasinmasi sirasinda gereken enerjiyi saglayabilmek igin bir proton hareket giiciine ihtiyag
duymaktadir. Vakuol membraninda bulunan vakuolar tip H*-ATPaz (V-ATPaz) ve vakuolar
pirofosfataz (V-PPaz) gibi iki H" pompasi, protonlarin elektrokimyasal gradyanini olusturarak
bu hareket giiciinii saglar. Boylece, NHX-tipi tasiyicilar tarafindan Na™’nin vakuolar
sekestrasyonu gergeklesir (Sekil 1.7). NHX proteinleri (NHX1 ve NHX2), sadece bununla
kalmaz, K"'nin vakuolde birikimini saglayarak hiicresel K* homeostazin1 da diizenleyebilir.
Bunun disinda, vakuolar NHX tasiyicilart endozomal pH regiilasyonu, hiicre genislemesi,
hiicre i¢i vezikiil tasinmasi ve protein lokalizasyonunda da etkin rol oynamaktadir (Apse ve
Blumwald, 2007: 2251; Bassil ve Blumwald, 2014: 1; Khan vd., 2018a: 293). Ote yandan,
plazma membranda lokalize olan Na*/H" antiporterleri de, sitoplazmadaki fazla Na"’nin
apoplasta tasinmasini saglayabilir. Fakat tuz iyonlarinin apoplastta birikmesi, hiicre i¢i ve disi
arasindaki ozmotik gradyanda bir artisa neden olur. Termodinamik dengenin saglanmasi igin,
hiicre i¢indeki suyun hiicreler arasi bosluklara yayilmasi gerekir ki, bu da bitkide hiicresel
dehidrasyona ve nihayetinde hiicre 6liimiine yol agar. Bu nedenle, tuza toleransl bitkilerin tuz
iyonlarini apoplast yerine vakuollerde biriktirmesi daha sik rastlanan bir durumdur (Pirasteh-
Anosheh vd., 2016: 150; Zhao vd., 2021: 3).
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Na*’nin vakuolar kompartimanlasmasi disinda, bitkiler koklerinden Na*’y1 dislayarak
da kok hiicre sitozollerinde fazla Na* birikimini onler. Bitkilere segici olmayan katyon
kanallart CNGC (Siklik niikleotid-kapili iyon kanali) ve GLR (Glutamat-benzeri reseptor)
tarafindan alinan Na® iyonlarinin koklerden dislanmasi, plazma membranda bulunan SOS1
Na*/H" antiporteri tarafindan saglanir (Sekil 1.7). Fotosentetik olarak aktif mezofil
hiicrelerinde, Na* toksisitesini 6nlemek igin bunlara ek olarak ksileme Na* yiiklenmesi,
ksilemden Na™’nin geri alimi ve siirgiinlerden floem araciligiyla Na*’nin dolagimi gibi

stratejiler de mevcuttur (Hanin vd., 2016: 5; Zhao vd., 2020: 14).

/ Apoplast / pH 5.0 \
/ ). A7 Sitozol / pH 7.0 \
y ’p‘

T Ca?

Vakuol

| \
T J
pH 5.0-5.5

k GLRE]} CNGle: NSCCE NaﬂKJr?
N -] Y

Sekil 1.7. Bitkilerde iyon homeostazini saglayan SOS sinyal yolu ve vakuolar

Kompartimanlagsma H+

kompartimanlagma

Kaynak: (Gupta ve Huang, 2014: 2; Park vd., 2016: 449)

SOS (Salt Overly Sensitive), bitkilerde iyon homeostazi ve tuz toleransi igin gerekli
onemli sinyal yolaklarindan biridir. Bu kaskadin ana bilesenleri olan SOS1, SOS2 ve SOS3
proteinlerinin aktiviteleri, dolayisiyla bu proteinleri kodlayan genlerin ekspresyon seviyeleri
onemli olup artan ekspresyon seviyeleri, NaCl’ye karsi gelistirilen yiiksek toleransla
iliskilidir. Bu genlerde goriilen fonksiyon kaybi ise, NaCl'ye kars1 farkli seviyelerde gelisen
asir1 duyarlilik ile sonuglanir (Ji vd., 2013: 276; Park vd., 2016: 450). Hiicre disindaki artan
iyon konsantrasyonu, hiicrede Ca*?-aracili SOS3 aktivasyonuna yol acar. Aktif hale gelen
SOS3 (bir kalsiyum sensor proteini), bir serin/treonin protein kinaz olan SOS2 ile fiziksel
olarak etkilesime girerek bu kinazi aktive eder. Olusan bu Ca*? sensér/kinaz (SOS3/SOS2)

kompleksi, SOS1’i fosforilleyerek aktiflestirir. Boylece, plazma membranda lokalize
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aktiflesmis Na*/H" antiporteri SOS1 sayesinde sitozolden Na* ¢ikisi ve uzun mesafeli Na*
taginim1 gerceklesir. Ayrica SOS2, NHX ile etkilesime girip onun aktivasyonunu saglayarak
fazla Na"’nin vakuoller i¢ine sekestrasyonunda da rol oynamaktadir (Tuteja, 2007: 427;
Manishankar vd., 2018: 4217).

Ksileme Na yiiklemesi, pasif olarak, secici olmayan katyon kanallar1 (NSCC)
tarafindan olurken Na*’nin aktif sekilde yiiklenmesi, SOS1 proteini tarafindan saglanmaktadir
(Zhao vd., 2020: 15). Ksilemden Na* geri alim1 ise, HKT]1 tipi tasiyicilar tarafindan saglanir.
HKT]1 tipi tastyicilar, ksilem transpirasyon akimindan Na* geri alimini saglayarak fotosentetik
dokularda asir1 Na* bikiminin 6niine gecer. Dahasi, siirgiindeki fazla Na* iyonlarini siirgiin
floem hiicrelerine ylikleyerek asagi dogru akim yoluyla koklere geri gonderilmesini saglar,

boylece siirgiinde asir1 Na* yiikiinii 6nler (Almeida vd., 2017; 334).

Tuz iyonlarinin sitoplazmadan vakuole kompantimanlagsmasi, vakuoler membran
boyunca giiglii bir ozmotik gradyan olusturur. Bu da, ‘ozmotik ayarlama’ olarak bilinen
sitoplazmada cesitli biyokimyasal molekiillerin sentezindeki artisla dengelenir (Pirasteh-
Anosheh vd., 2016: 150). Yiiksek tuzluluga maruz kalan bitkiler, tuz stresinin indiikledigi
ozmotik stresle basa ¢ikmak i¢in nitrojen igeren bilesikler (prolin, glisin betain vb), polioller
(mannitol, sorbitol, D-ononitol vb), ¢oziiniir sekerler (trehaloz, siikroz, fruktoz vb), ¢oziiniir
proteinler (LEA proteinleri ve dehidrinler) ve organik asitler (oksalat, malat) gibi ozmotik
koruyucu islevi olan ve birbirinin yerini tutabilen (compatible) bilesikleri sentezler (Ashraf,
2004: 363; Sairam ve Tyagi, 2004: 408). Ozmolit ya da ozmoprotektan adi verilen bu uyumlu
molekiiller, elektriksel olarak yiiksiiz ve disiik molekiler agirlikli olup yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etki gostermez ve hiicre metabolizmasina zarar vermezler. Yiiksek
oranda ¢ozliniir olan ozmolitler, Sitoplazmadaki ozmotik basinci artirarak hiicrenin turgor
basincini korur ve bitki hiicrelerinde dehidrasyonu onlerler, nihayetinde de hiicresel diizeyde
gerekli ozmotik dengenin siirdiiriilmesini saglarlar. Protein, enzim ve membranlari stabilize
etmelerinin yan1 sira, saperon benzeri aktivite goOstererek reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonuna ve hiicresel redoks dengesinin korunmasina katkida bulunurlar (Saxena
vd., 2013: 199; Zulfigar vd., 2020: 1-2). Ancak bitkiler, bu molekiilleri yeterli derecede
sentezleyebilmek i¢in 6nemli miktarlarda karbon tiiketir ve bu da, potansiyel olarak bitkinin
normal bilyliime ve gelisimini sinirlamaktadir. Dolayisiyla ozmotik ayarlamalar, tuzluluk gibi
stres faktorlerine maruz kalan bitkilerde stresin tistesinden gelebilmek ve hayatta kalabilmek

adina gereken bir adaptasyon mekanizmasidir (Pirasteh-Anosheh vd., 2016: 150).
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1.4. Antioksidan Savunma Sistemi

Hiicre metabolizmasi, normal yan iiriin olarak diisiik oranlarda reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretmektedir (Hossain ve Dietz, 2016: 2). Normal kosullarda, ROS firetimi ve
antioksidan savunma sistemleri tarafindan ROS’un uzaklastirilmasi belirli bir denge
halindedir. Ancak, tuzluluk, kuraklik, yiiksek 1s1k gibi ¢esitli stres faktorleri, genellikle reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu artirarak bitkilerde ROS iiretimi ve temizlenmesi arasindaki
dengeyi bozmaktadir (Pang ve Wang, 2008: 233). Bozulan bu denge sonucunda, bitkiler
oksidatif strese girmekte ve DNA, lipid, protein gibi baslica biyomolekiilleri zarar gorerek
nihayetinde bitki Oliimiiyle sonuglanabilen molekiiler ve hiicresel hasarlar meydana

gelmektedir (Ahmad vd., 2019: 198).

Bitkiler, oksidatif stresi azaltip hiicresel redoks homeostazini saglayabilmek igin
hiicresel savunma mekanizmalarini aktive etmektedir. Farkli biyokimyasal 6zelliklerdeki
enzim ve metabolitleri igeren, esnek, ¢ok yonlii ve yetkin bir yapiya sahip antioksidan
savunma mekanizmasi, Yyeterli antioksidan seviyelerinin olusturulmasini saglayarak bitki
biyomolekiillerinin korunmasina yardimci olmaktadir. Antioksidan savunma sisteminin ana
bilesenleri olan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, ROS’lar1 temizlemekte ve

tuzun neden oldugu hasarlar1 sinirlayarak hiicrelerin korunmasini saglamaktadir (Paciolla vd.,
2016: 1; Ahmad vd., 2019: 200).

1.4.1. Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Lipidler, plazma membranin biiyikk bir bolimiinii olusturan ve hiicrenin g¢esitli
cevresel stres faktorlerine karst korunmasinda yardimci olan 6nemli bilesenlerdir. Hiicre
membranindaki fosfolipidler, serbest radikallere karsi ¢ok hassastir ve ROS’lar 6zellikle
plazma membranda bolca bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerine (PUFA) saldirarak bunlarin
oksidatif bozunmasina yol agmaktadir. Lipid peroksidasyonu (LPO) olarak bilinen bu olay,
olduk¢a zararli olup lipidlerin yok olmasiyla sonuglanan zincirleme bir reaksiyonu
tetiklemekte ve nihayetinde protein, DNA gibi diger biyomolekiillere zarar veren lipid
radikallerinin olusumuna neden olmaktadir (Tuteja vd., 2009: 137; Mushtaq vd., 2020: 83).

Lipid peroksidasyonu, bitkilerde membranin goreceli gecirgenligini ve sizintiyi
artirirken membran akiskanligini azaltmakta ve membran proteinlerinde hasara neden

olmaktadir, bunun neticesinde ise membran biitiinliigii bozulmaktadir (Ahmad vd., 2009: 11).
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Lipid peroksidasyonunun sonucunda olusan 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) ve
malondialdehit (MDA) gibi ¢esitli aldehit {irtinleri, DNA ve proteinlerle gesitli konjugatlar
olusturarak onemli modifikasyonlara neden olabilmektedir. Ornegin, LPO son iiriinlerinden
biri olan MDA, guanin bazi ile ekstra bir halka olusturan konjugasyona yol agabilmektedir
(Meller vd., 2007: 464-465).

MDA igerigi, bitkilerde stres altinda lipid peroksidasyonunu gosteren Oonemli bir
belirteg olup plazma membrandaki hasarin derecesini belirlemede kullanilmaktadir (Liang
vd., 2018: 289). PUFA peroksidasyonunun birincil tiriinleri olan lipid hidroperoksitlerin
miktarinin belirlenmesi, kararsizliklar1 ve reaktiviteleri nedeniyle zor oldugundan lipid
peroksidasyonunun seviyesinin belirlenmesinde bu lipid hidroperoksitlerden tiiretilen ikincil
triinlerin  (¢cogunlukla MDA gibi aldehitler) konsantrasyonlari kullanilmaktadir. Bu
tirtinlerden bazilari, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek tiyobarbitiirik asit reaktif
maddeleri (TBARS) olarak adlandirilan renkli iiriinler olugturmaktadir. Bu yontem sayesinde,
reaksiyon kolorimetrik olarak olgiilerek MDA igerigi belirlenmektedir (Gill ve Tuteja, 2010:
914; Morales ve Munné-Bosch, 2019: 1246-1247).

1.4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Serbest Radikaller

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), yapisinda bir veya daha fazla aktiflestirilmis oksijen
atomu igeren oksijen tiirevli serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif molekiillerden
olusan bir ¢esit grubu temsil etmektedir (Sharma vd., 2012: 2; Demidchik, 2015: 2). ROS’lar,
serbest radikaller ve radikal olmayan molekiiller olmak {izere iki farkli sinifa ayrilmaktadir.
Serbest radikaller, atomik yoriingelerinde en az bir eslenmemis elektron bulunduran oldukc¢a
kararsiz ve reaktif olan tiirler iken, radikal olmayanlar ise her ne kadar radikal olmasalar da
son derece reaktif olan veya kolayca reaktif tiirlere doniisebilen bilesiklerdir (Engwa, 2018:
51). Siiperoksit radikali (O2+), hidroksil radikali (+«OH), singlet oksijen (*Oz) ve hidrojen
peroksit (H202), baslica ROS gesitleri olup bunlardan siiperoksit ve hidroksil radikali, serbest
radikallere o6rnek iken, singlet oksijen ve hidrojen peroksit molekiilii ise radikal olmayan
molekiillerdendir (Hossain ve Dietz, 2016: 2).

Bitkilerde, kloroplast, mitokondri, peroksizom, hiicre duvar1 ve plasma membranlarda
aerobik metabolizmanin yan iriinii olarak devamli bir sekilde ROS fiiretilir (Hasanuzzaman
vd., 2021: 4). Isik varliginda bitkinin yesil kisimlari, kloroplastlar ve peroksizomlar ROS’un
esas Uretim yerleri olup 15181 olmadigi karanlikta ve bitkinin yesil olmayan kisimlarinda ise,

ROS iiretiminin ana kaynagi mitokondrilerdir (Meller vd., 2007: 462).
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Tuzluluk gibi cesitli stres kosullarinda ROS’larin artan iiretimi, ROS temizleyici
sistemler tarafindan etkili bir sekilde detoksifiye edilemediklerinde bitkiler i¢in bir tehdit
olusturmakta ve hiicrelerde oksidatif modifikasyonlara ve oliime yol acabilen hiicresel ve
molekiiler hasarlar meydana getirmektedir (Sekil 1.8) (Huang vd., 2019: 2). Yiiksek
konsantrasyonlarda ROS, bitkilerde membran lipid peroksidasyonu, karbonhidrat
oksidasyonu, protein denatiirasyonu, enzim inhibisyonu ve DNA hasarina yol agmakta ve
nihayetinde hiicre Sliimiine sebep olmaktadir (Sharma vd., 2012: 7). Ote yandan, ROS’lar
sadece geri doniisiimii olmayan DNA hasar1 ve hiicre 6liimiine yol agmakla kalmaz aym
zamanda normal bitki biiylimesini ve strese verilen yanitlart diizenleyen 6nemli sinyal
molekiilleri olarak da islev gormektedir. Bitkilerde diisiik konsantrasyonlarda ikincil
haberciler olarak kullanilan ROS’lar (6zellikle H202), hiicre boliinmesi, hiicre farklilagsmasi,
organogenez gibi fizyolojik ve gelisimsel siiregler, programli hiicre 6liimii ve biyotik/abiyotik
stres yanitlarinda 6nemli rol oynamaktadir. Farkli ROS konsantrasyonlari, bitkilerde farkli
etkilere sahip oldugundan, bitki sagligi i¢cin bu ROS seviyelerinin dogru aralikta tutulmasi
gerekir. Bu nedenle, bitkilerde ROS seviyelerindeki degisiklikler, sitostatik ve sitotoksik
seviyeler arasindaki esik sinirini1 asmamalidir (Sharma vd., 2012: 5; Huang vd., 2019: 1-2).

= Zincir kirlmasi

= Membran peroksidasyonu

* Membran akiskanhginda ve
gecirgenliginde artis

Prom

= Amino asit modifikasyonu

Oksidatif = Peptit zincirinde yikim
stres = Elektrik yiikiinde degisim

* Enzim inaktivasyonu

= Proteinlerin proteolize
duyarhhgimin artmasi

= Biiyiimede azalma
= Reprodiiktif gelisimin
inhibisyonu

Antioksidanlar
(0X) = Deoksiriboz oksidasyonu

= Zincir Kirllmasi

= Niikleotidlerin ¢ikarilmasi

= Bazlarn modifikasyonu

* DNA-protein capraz baglan

Sekil 1.8. Bitkilerde ROS’un hiicresel ve molekiiler hasari

Kaynak: (Hasanuzzaman vd., 2021: 6)
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Cesitli abiyotik stres kosullarinda, fazla iiretilen ROS’larin temizlenmesi igin bitkiler,
antioksidan sistemlerini devreye sokmakta ve bu ROS seviyelerini belirli bir dengede tutmaya
caligmaktadir. Enzimatik olan ve olmayan antioksidanlari iceren antioksidan savunma
sisteminin aktivitesi de, bitkilerde streslere kars1 toleransi artirmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010:
909; Dvoiak vd., 2021: 1-2). Antioksidan savunma sisteminin enzimatik bilesenleri,
sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), guaiakol peroksidaz (GPX) ile askorbat-glutatyon
(AsA-GSH) dongiisii enzimleri olan askorbat peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon rediiktaz (GR) iken,
enzimatik olmayan antioksidanlar ise prolin, askorbat (AsA), glutatyon (GSH), tokoferoller,

karotenoidler ve fenolik bilesikler olusturmaktadir (Sekil 1.9) (Ahmad vd., 2019: 200; Rajput
vd., 2021: 2).

Enzimatik antioksidanlar Enzim kodu Katalize edilen reaksiyon Hiicre alt1 lokasyon
Stiperoksit dismutaz (SOD) L15.1.1 0y ™+ 0y +2H'—2H,0,+0, Peroksizomlar, Mitokondri, Sitozol ve Kloroplast
Katalaz (CAT) 1.11.1.6 H,0,—(1/2)0,+H,0 Peroksizom ve Mitokondri
Askorbat peroksidaz (APX) 1.11.1.11 1L,0,+AA—2H,0+DHA Peroksizomlar, Mitokondri, Sitozol ve Kloroplast
Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ~ 1.6.5.4 MDHA+NADPH—AA+NADP*  Mitokondri. Sitoplazma ve Kloroplast
Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) 1.85.1 DHA+2GSH—AA+GSSG Mitokondri, Sitoplazma ve Kloroplast
Glutatyon rediiktaz (GR) 1.6.4.2 GSSG+NADPH—2GSH+NADP*+ Mitokondri, Sitoplazma ve Kloroplast
Guaiakol peroksidaz (GPX) 1.11.1.7 H,0,+GSH—H,0+GSSG Mitokondri, Sitoplazma, Kloroplast ve ER
Enzimatik olmayan antioksidanlar Fonksiyon Hiicre alt1 lokasyon
Askorbik Asit (AA) APX’in faaliyetiyle H,0,’yi temizler Sitozol, Kloroplast, Mitokondri, Peroksizom,
Vakuol ve Apoplast
Indirgenmis Glutatyon (GSH) Peroksidazlar, GR ve GST gibi enzimler igin Sitozol, Kloroplast, Mitokondri, Peroksizom,
detoksifiye edici bir kosubstrat gérevi goriir Vakuol ve Apoplast
a-Tokoferol Membran LPO iiriinlerine karsi koruma saglayarak Cogunlukla membranlarda
bunlan detoksifiye eder
Karotenoidler Fotosistemdeki LHC'lerde fazla enerjiyi sondiiriir Kloroplastlar ve diger yesil olmayan plastidler
Flavonoidler H,0, ve 10, ve OH"1n dogrudan temizleyicileri Vakuol
Prolin OH" ve !0, nin etkili temizleyicisidir ve LPO’dan Mitokondri, Sitozol ve Kloroplast

kaynaklanan hasarlar onler

Sekil 1.9. Bitkilerde enzimatik olan ve enzimatik olmayan antioksidanlar
Kaynak: (Das ve Roychoudhury, 2014: 7)
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1.4.3. Antioksidan Savunma Sisteminin Enzimatik Bilesenleri

1.4.3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), hemen hemen tiim aerobik organizmalarin
hiicre alt1 lokasyonlarinda bulunan bir metalloenzimdir. Oksidatif hasarlara kars1 ilk savunma
hatti olan SOD, siiperoksit radikalini (O2*") oksijen ve hidrojen peroksit molekiillerine
dontstiirerek bu radikalin uzaklastilmasini saglar. Aktif bolgelerindeki metal kofaktorlerine
gore SOD’un dort farkli izozimi mevcut olup bunlardan Ni-SOD (nikel-SOD) bitkilerde
bulunmaz. Bitkilerdeki SOD izozimlerinden Fe-SOD (demir-SOD) kloroplastlarda, Mn-SOD
(mangan-SOD) mitokondrilerde ve son olarak Cu/Zn-SOD (bakir/¢inko-SOD) ise sitozol,
kloroplast ve peroksizomlarda bulunur (Mushtaq vd., 2020: 86; Dvorak vd., 2021: 2).
Tuzluluk gibi ¢esitli stresler altinda, bitkilerin SOD aktivitelerinde artiglar goézlenir ve
abiyotik streslerin yol agtigi oksidatif stresle miicadelede, SOD’larin yukari regiilasyonu,
bitkilerin hayatta kalmasinda kritik bir rol oynar (Ahmad vd., 2008: 169).

1.4.3.2. Katalaz (CAT)

Antioksidan enzimler arasinda ilk kesfedilen katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), hidrojen
peroksidin (H202) su ve oksijene dismutasyonunu Kkataliz eden tetramerik yapida, hem grubu
iceren bir enzimdir. Cogunlukla peroksizomlarda lokalizedir, ancak anlamli bir CAT
aktivitesi goriilmese de hiicrelerin sitozol, mitokondri ve kloroplast gibi kisimlarinda da
bulunduguna dair kanitlar mevcuttur. Katalaz, organik peroksitler i¢in olmasa da H>O: igin
yiiksek bir afinite gosterir ve indirgeyici bir esdeger gerektirmediginden diger antioksidan
enzimlerden farklidir (Sharma vd., 2012: 11; Anjum vd., 2016: 19004). Bitkilerde birden fazla
formu bulunan katalazlar, farkli dokulardaki ekspresyon profillerine gore ti¢ ayr1 sinifa ayrilir:
Smif I katalazlar fotosentetik dokularda, Siif II katalazlar vaskiiler dokularda ve sinif III
katalazlar ise tohum ve reprodiiktif dokularda eksprese edilmektedir. Ayrica, elverissiz
kosullar altinda bitki tepkilerinde rol alan ¢oklu izoformlar1 da (CATI1, CAT2, CAT3)
mevcuttur (Dvorak vd., 2021: 2; Rajput vd., 2021: 6). Cesitli gevresel stres kosullari ise,
stresin yogunluguna, siiresine ve tiiriine bagli olarak bitkilerde CAT aktivitesinde artis veya
azaliga neden olmaktadir (Ahmad vd., 2019: 202).
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1.4.3.3. Askorbat Peroksidaz (APX)

Askorbat-Glutatyon (AsA-GSH) dongiisiiniin vazgecilmez bir bileseni olan askorbat
peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11), simif I hem-peroksidaz ailesinin bir iiyesi olup CAT enzimi
gibi hidrojen peroksidin (H202) temizlenmesinde rol oynar, ancak ondan farkli olarak
hidrojen peroksidin katalizlenmesi igin bir indirgeyici madde olan askorbati (AsA) kullanir.
APX, elektron verici olarak askorbati kullanarak hidrojen peroksidi iki molekiil suya ve
dehidroaskorbata (DHA) indirger. Yiiksek bitkilerde amino asit sekansina dayali olarak hiicre
alt1 lokasyonlarda bes farkli APX izozimi mevcuttur. Coziniir izoformlar sitozol (CAPX),
mitokondri (mitAPX) ve Kkloroplast stromasinda (sAPX) bulunurken, membrana bagl
izoformlar peroksizom/glioksizom gibi mikrocisimcik (mAPX) ve kloroplast tilakoidlerinde
(tAPX) bulunmaktadir. Cesitli hiicre organellerinde bulunmasi ve hidrojen peroksit molekiili
icin en yiiksek afiniteye sahip olmasi, APX’i stres kosullarinda H2O2'nin yetkin bir
temizleyicisi yapmaktadir (Caverzan vd., 2012: 1012; Mushtaq vd., 2020: 87).

1.4.3.4. Guaiakol Peroksidaz (GPX)

Guaiakol peroksidazlar (GPX, EC 1.11.1.7), simf III bitki peroksidaz siiper ailesine ait
hem grubu iceren enzimlerdir. Guaiakol ve pirogalol gibi aromatik elektron dondérlerini
kullanarak normal ve stres kosullar1 altinda metabolizma tarafindan {iretilen fazla hidrojen
peroksidin detoksifikasyonunu saglarlar (Tognolli vd., 2002: 129; Karuppanapandian vd.,
2011: 717).

1.4.3.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2), NADPH’1 indirgeyici olarak kullanarak
glutatyon distilfidin (GSSG) siilfidril forma (GSH) indirgenmesini katalizleyen bir flavo-
protein oksidorediiktazdir (Yousuf vd., 2012: 153). GR, oksitlenmis glutatyonu (GSSG)
indirgenmis glutatyona (GSH) doniistiirerek stres kosullarinda yiiksek bir GSH/GSSG
oraninin korunmasina yardimci olmaktadir (Gill vd., 2013: 205; Berwal vd., 2021: 190-191).

1.4.3.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR)

Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR, EC 1.6.5.4), askorbatin rejenerasyonunu
saglayarak askorbat-glutatyon dongiisiinde kilit rol oynayan bir flavin adenin diniikleotid
(FAD) enzimidir. MDHAR, elektron vericisi olarak NADPH veya NADH’yi kullanarak
monodehidroaskorbatin (MDHA) askorbata (AsA) indirgenmesini katalize etmektedir (Gill ve
Tuteja, 2010: 921; Leterrier ve Cagnac, 2018: 83).
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1.4.3.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR)

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR, EC 1.8.5.1), MDHAR gibi hiicresel AsA
havuzunun yeniden olusumunu saglayan ¢oziiniir monomerik bir enzimdir. DHAR, elektron
vericisi olarak indirgenmis glutatyonu (GSH) kullanarak dehidroaskorbati (DHA) askorbata
(AsA) indirgemekte ve hiicrenin redoks potansiyelinin korunmasi i¢in gerekli olan askorbatin

geri donlisiimiinii saglamaktadir (Das ve Roychoudhury, 2014: 7; Dvorak vd., 2021: 3).

1.4.4. Antioksidan Savunma Sisteminin Enzimatik Olmayan Bilesenleri

1.4.4.1. Prolin

Cok islevli bir amino asit olan prolin, ¢esitli ¢evresel streslere karsi koruma saglamak
icin bitkilerde yaygin olarak bulunan bir ozmolittir. Prolin, ozmotik stres altinda bitki
hiicrelerini korumak i¢in uyumlu bir ¢6ziinen goérevi goriirken, molekiiler bir saperon olarak
protein biitiinliigiinii koruyup enzim aktivitelerini artirir. Ayrica, ROS temizleme aktivitesi ve
singlet oksijen sondiirme kabiliyetiyle de antioksidan bir rol iistlenir. Bunlarin disinda, bir
bitki biiyiime diizenleyicisi gorevi goren sinyal molekiilii olarak ise sinyal kaskadlarini
tetikleyebilme 6zelligine sahiptir. Prolinin biyosentezi, bozunmasi ve bitkilerde birikmesi,
tuzluluk gibi abiyotik stresler tarafindan diizenlenir (Singh vd., 2014: 1; Suprasanna vd.,
2016: 5). Prolinin biyosentez hizi, biyosentezinde gérev alan P5CS (Al-prolin-5-karboksilat
sentetaz) gibi hiz smirlayici enzimler ve bu enzimleri kodlayan genlerin ekspresyon
diizeylerine baghdir (Liang vd., 2018: 287). Cesitli gevresel streslere yanit olarak pek ¢ok
bitki tiirlinde prolin birikimi s6z konusu olup bu, bitki stres toleransiyla pozitif bir korelasyon
gostermektedir. Dahasi, diisiik konsantrasyonlarda ekzojen prolin uygulamasi da, bitkilerde

toleransin artmasini saglamaktadir (Dar vd., 2016: 155).

1.4.4.2. Askorbat (AsA)

Askorbat (AsA), bitkilerde ROS'un neden oldugu oksidatif hasari 6nlemede veya en
aza indirmede Kkilit role sahip, en bol bulunan, disik molekiiler agirlikli, giliglii bir
antioksidandir. AsSA, bitkilerde biiyiime, farklilagsma ve metabolizma dahil olmak iizere bir¢ok
fizyolojik siirecte de onemli rol oynar (Ahmad vd., 2009: 13; Sharma vd., 2012: 9). Biiyiik bir
kismi sitoplazmada bulunan ¢oziinlir bir antioksidan olan ASA’nin, diger ¢oziiniir
antioksidanlarin aksine, 6nemli bir kismi milimolar konsantrasyonlarda apoplastta olup
potansiyel olarak zararli dig oksidanlara karsi birincil savunma hatt1 saglar (Dumanovi¢ vd.,
2021: 9). Ayrica, bir dizi enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarda elektron verme
kabiliyeti, AsA’y1 giiglii bir ROS temizleyicisi yapar (Ahmad vd., 2009: 13).
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1.4.4.3. Glutatyon (GSH)

Tiim aerobik organizmalardaki en 6nemli metabolitlerden biri olan tripeptit glutatyon
(y-glutamil-sisteinil-glisin, GSH), diisik molekiiler agirlikli, protein yapida olmayan
tiyollerden biridir ve ROS’un neden oldugu oksidatif hasara karsi hiicre i¢i savunmada en
onemli antioksidanlardan kabul edilir (Sharma vd., 2012: 9; Waskiewicz vd., 2014: 206).
Apoplastin yan1 sira sitozol, mitokondri, endoplazmik retikulum, kloroplastlar, vakuoller ve
peroksizomlar gibi tiim hiicre boliimlerinde bulunan GSH, bitki dokularinda bol miktarda
indirgenmis formda bulunur (Ahmad vd., 2009: 13). Indirgenmis glutatyon formu (GSH),
stres kaynakli oksidatif stresin zararli etkilerinin dengelenmesinde hiicrelerin normal
indirgenmis durumunun korunmasi igin gereklidir. Oksitlenmis formu GSSG ile birlikte de,

hiicre igindeki redoks dengesinin korunmasinda rol oynar (Saed-Moucheshi vd., 2014: 1581).

1.4.4.4. Tokoferoller

Tokoferoller, reaktif oksijen tiirlerini ve lipid radikallerini temizleyen bir grup lipofilik
antioksidan olup yapilarindaki benzen halkasina bagli metil gruplarinin sayis1 ve metilasyon
modeline gore bitkilerde dort ayri izomere (a-, -, y- ve 8-) sahiptir. Bu izomerler arasinda, en
yiiksek antioksidatif aktiviteye sahip olan molekiiler yapisinda {i¢ metil grubu bulundurmasi
nedeniyle o-tokoferoldur. Sadece fotosentetik organizmalar tarafindan sentezlenen
tokoferoller, yalnizca bitkinin yesil, fotosentetik olarak aktif kisimlarinda bulunur (Sharma
vd., 2012: 10; Dumanovi¢ vd., 2021: 10). Bitkilerin kloroplast zarlarinda 6nemli miktarlarda
bulunan a-tokoferoller, dzellikle O gibi ROS’larm etkili bir temizleyici olarak foto-oksidatif
hasara kars1 koruma saglar (Ahmad vd., 2009: 14; Saed-Moucheshi vd., 2014: 1582).

1.4.4.5. Karotenoidler

Bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan sari, turuncu ve kirmizi renkli lipofilik
pigmentler olan karotenoidler, bir antioksidan olarak bitkilerin fotooksidatif siireclere karsi
korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Berwal vd., 2021: 185). Yardimci 1s1k toplayan bir roli
olmasinin disinda, bitkilerde ¢esitli ROS’lar1 detoksifiye edebilen ve lipid peroksil radikalini
en etkili sekilde yakalayabilen, boylece tilakoid membrana ve 1sik toplayan kompleks
proteinlerine stabilite saglayan antioksidanlar olarak da islev goriir (Ahmad vd., 2009: 15;
Das ve Roychoudhury, 2014: 8; Dumanovi¢ vd., 2021: 10). Ayrica karotenoidler, bitki
gelisimini ve Dbitkilerin biyotik/abiyotik stres tepkilerini etkileyen sinyal molekiillerinin

onciileri olarak da etkin rol oynar (Sharma vd., 2012: 10).
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1.4.4.6. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler (flavonoidler, tanenler, hidroksisinamat esterler ve lignin), bitki
dokularinda bol bulunan, antioksidan 6zelliklere sahip ¢esitli ikincil metabolitlerdir. In vitro
kosullarda askorbat ve tokoferollerden daha etkili antioksidanlar olan fenolikler, serbest
radikalleri yakalayabilen ideal bir yapisal kimyaya sahiptir (Karuppanapandian vd., 2011:
719). Fenolikler, ROS’lar1 dogrudan temizleyebilir ve lipid alkoksil radikalini yakalayarak
lipid peroksidasyonunu engelleyebilir. Bununla birlikte, lipid paketleme diizenini degistirerek
membranlarin  akiskanligin1  azaltabilirler. Bodylece, serbest radikallerin  diftizyonunu
engelleyerek peroksidatif reaksiyonlarmn kisitlanmasini saglarlar (Ahmad vd., 2008: 168;
Sharma vd., 2012: 11).

1.5. Bitkilerde Sekerin Rolii ve Ekzojen Seker Uygulamalar

Sekerler, bitkilerin fotosentez, solunum, tohum ¢imlenmesi, ¢iceklenme ve senesens
gibi dnemli fizyolojik siire¢lerinde yer alan kimyasal olarak aktif biyomolekiillerdir ve ¢esitli
abiyotik stres kosullarinda bu siiregleri kolaylastiran en 6nemli diizenleyicilerdir (Sami vd.,
2016: 54; Gangola ve Ramadoss, 2018: 21). Sekerler, bitki biiylime ve metabolizmasi igin
gerekli enerji kaynagi ve yapisal bilesenler olmanin yani sira depolama, tasima ve sinyal
molekiilleri olarak da islev goriir. Solunum reaksiyonlarmin substratlar veya diger bazi
biyokimyasal siireclerin ara metabolitleri olan sekerler, bitkilerde uzun mesafeler boyunca
taginabilir ve ¢ogunlukla depolama maddeleri olarak kullanilabilir. Dahas1, birincil haberci
sinyal molekiilleri olarak hareket ederek fotosentez, glikoliz, siikroz ve nisasta metabolizmasi,
nitrojen metabolizmasi, hiicre dongiisii regiilasyonu ve savunma mekanizmalarinda yer alan
birgok genin ekspresyonunu ve bitki gelisimini kontrol eden sinyalleri diizenleyebilir (Tuteja

ve Sopory, 2008: 531; Ciereszko, 2018: 2; Khan vd., 2020: 356).

Sekerler, karbonhidrat veren (kaynak-source) ve alan (havuz-sink) dokulardaki gen
ekspresyonunu ve enzim aktivitelerini modiile ederek bitki biiylime aktivitelerinin
diizenlenmesinde rol oynar. Bu da, bitkilerde karbon ve enerji kaynaklarinin optimal sentezini
ve kullammminmi saglar. Glikoz veya siikroz seviyelerindeki degisiklikler, yapraklarda esas
olarak asimilatlarin fotosentez yogunlugunu ve ihracini etkilerken koklerde ise, solunum
metabolizmasini ve seker depolanmasini etkiler. Genel olarak, diisiik seker durumu, bitkilerde
fotosentezi, rezerv mobilizasyonunu ve ihracati artirirken, sekerlerin yiiksek miktarda
bulunmasi, fotosentez hizin1 azaltip biiylimeyi ve karbonhidrat depolanmasini tesvik eder

(Gupta ve Kaur, 2005: 765-766: Ciereszko, 2018: 3). Bitkilerde seker seviyeleri, oldukga
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onemlidir. Seker sensorleri tarafindan algilanan bu seviyeler, i¢sel ve c¢evresel uyaranlarla
baglantili olarak gen ekspresyonunu diizenleyen bir sinyal kaskadini harekete gegirmekte ve
nihayetinde, bitkilerin belirli bir stres durumuna tepki verebilmesini saglamaktadir (Martinez-
Noél ve Tognetti, 2018: 397).

Sekerler, bitkilerde kuraklik ve tuzluluk streslerinin neden oldugu dehidrasyonla
miicadele etmede 6nemli ozmoprotektanlar olarak kabul edilmektedir. Sekerlerin hidroksil
gruplari, bitki hiicrelerinde hidrofilik etkilesimleri siirdiirebilmek i¢in su molekiillerinin yerini
alabilir. Bu sayede, dehidrasyon sirasinda dogal makromolekiillerin ve membran yapisinin
stabilizasyonu saglanmis olur. Bitki hiicrelerinde ozmotik koruyucu olan bu sekerlerin
birikimi, ozmotik ve iyonik homeostazin siirdiiriilmesini saglayarak abiyotik stres toleransinin
artirrlmasina katki saglar. Siikroz, trehaloz, maltoz ve laktoz gibi disakkaritler,
monosakkaritlere kiyasla *OH radikallerine karsi daha aktif olup bu radikallerden daha az
hasar gormekte ve serbest radikalleri sondiiriicti etkileri sayesinde bitki hiicrelerinde redoks
homeostazinin siirdiiriilmesine yardimeci olup stres faktorlerine karst koruyucu bir rol

uistlenmektedirler (Gangola ve Ramadoss, 2018: 23-25; Ahmad vd., 2020: 57-58).

Fotosentezin ana friinlerinden biri olan siikkroz ise, glikoz ve fruktoz
monosakkaritlerinden olusan dogada yaygin olarak mevcut bir disakkarit cesididir ve
bitkilerde biiyiime, gelisme, depolama, sinyal ve strese uyum saglama ile yakin iligkili anahtar
bir seker molekilidiir (Keunen vd., 2013: 1245). Bitkilerin ¢cogunda ana tasinan molekiil olan
siikroz, bitki yapraklarindaki mezofil hiicrelerinin sitozoliinde fotosentetik olarak sabitlenmis
karbondan, nisasta rezervlerinden veya lipidlerden sentezlenmektedir (Ciereszko, 2009: 195;
Wind vd., 2010: 1610). Siikroz, kok biiyiimesi gibi bitki gelisiminde yer alan bir¢ok islemin
kontrolii i¢in uzun mesafeli bir sinyal gorevi gormekte ve bitkisel karbonhidratlarin
tretim/tiiketim dengesine miidahale ederek siikroza-6zgii sinyal yolu boyunca nisasta
biyosentezini diizenlemektedir. Dahasi, stres yanitina katkida bulunarak bitkilerde fruktan ve
antosiyanin (bitki gelisimi ve stres tepkilerine katilan bir flavonoid sinifi) biyosentezini
indiiklemektedir (Ahmad vd., 2020 56; Jeandet vd., 2022: 2).

Sekerlerin diisiik konsantrasyonda ekzojen uygulanmasi, cesitli olumsuz ¢evre
kosullar1 altinda bitkilerde tohum ¢imlenmesini tesvik eder, fotosentezi diizenler ve
ciceklenmeyi destekler, ayrica senesensi geciktirir (Sami vd., 2016: 54). Bu nedenle, glikoz,
siikroz ve trehaloz gibi sekerlerin ekzojen uygulamalari, bitkilerde cogunlukla gelismis
abiyotik stres toleransiyla iligkili olup tuzluluga toleransi artirmaktadir. Arabidopsis fidelerine

ekzojen uygulanan %3’liik siikroz ile muamele, lipid peroksidasyonunu azaltip SOD, CAT ve

28



POD aktiviteleri, klorofil a, b ve protein igerikleri, flavonoid sinifina giren antosiyaninleri ve
antosiyanin biyosentezinde gorev alan genlerin transkripsiyonunu artirarak gelismis tuz
toleransi saglamistir (Qiu vd., 2014b: 611). Diisiik seviyelerde (0,1 ve 0,5 mM) ekzojen
glukoz uygulamasi ise, bugday fidelerinde tohum ¢imlenmesinin ve fide gelisiminin
inhibisyonunu azaltarak kok uzunlugu ile kok-govde kuru agirliklarini artirmistir. Ayrica
ekzojen glukoz tarafindan gelismis K™ ve K*/Na" orani, aktive edilmis antioksidan enzim
aktiviteleri ve artan prolin birikimi saglanmis, dolayisiyla tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri
(TBARS) ve malondialdehit (MDA) igeriginde azalmalar gozlenmistir. Bu da, ekzojen
glukozun bugday fidelerinde hiicresel iyon homeostazi ve daha iyi bir antioksidan sistemi ile
iligkili olarak tuz kaynakli oksidatif hasara karsi koruyucu etkiler olusturdugunu ve tuza
diren¢ sagladigini gostermistir (Hu vd., 2012: 177). Cilek bitkilerine uygulanan 30 mM
ekzojen trehaloz uygulamasi da, tuz stresinin neden oldugu pek ¢ok olumsuz etkiyi
hafifletmistir. Artan prolin igerigi ve siirgiine azalan Na® aktarimi, Dbitkilerde iyon
homeostazini (6zellikle Na* kompartimanlagmasi) iyilestirip ozmotik korumay: da artirarak
daha yiiksek fotosentetik kapasite ve daha iyi bir bitki biliyiimesi saglamistir. EK olarak,
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin (karotenoidler, favonoidler ve
antosiyaninler dahil) kapasitesindeki bir gelisme ile baglantili olarak daha diisiik MDA ve
sliperoksit radikal seviyeleri elde edilmistir (Samadi vd., 2019: 9).

1.6. Literatiir Ozeti

Arpa fidelerine 0, 1, 2 ve 5 giin i¢in 200 mM NaCl uygulamasinin yapildig1 bir
caligmada, 1 giinliik tuz stresi altinda arpa fidelerinin kdklerinde SOD, CAT, APX, POX ve
GR aktivitelerinin 6nemli 6l¢iide arttig1 tespit edilmistir. NaCl stresi altindaki arpa kokiindeki
SOD, CAT, APX, POX ve GR aktivitelerindeki 6nemli artis, indiiklenen izoformlarin yani
sira izoformlarin artan ekspresyonu ile yiliksek oranda iligkilidir. Total SOD aktivitesinin
artmasiyla koklerde SOD3 ve SOD4, siirgiinlerde SOD1 ve SOD5 izoformlarinin
ekspresyonlarinda artis oldugu gozlenmistir. 1’den 5 giine kadar uygulanan stresin koklerde
CAT1 ekspresyonunda ise siirekli artisa neden oldugu ve koklerde toplam APX aktivitesinin
artmasiyla APX1 ve APX3 ekspresyonlarinin arttigi belirlenmistir (Kim vd., 2005: 220-221).

Tuz stresine maruz birakilan bamyada (Abelmoschus esculentus L.), artan tuz stresiyle
birlikte Na* ve CI" konsantrasyonlarinin arttigi, bununla birlikte ¢imlenme yiizdesinin, bitki
boyunun, kék ve govde uzunlugunun, fotosentez oraninin, stoma iletkenliginin, kok ve

yapraklardaki K* konsantrasyonunun ise azaldigi belirlenmistir (Shahid vd., 2011: 66).
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Li ve arkadaslariin (2015), domates ile yaptiklar1 ¢alismada, 150 mM NaCl stresinin
bitki boyunu, yaprak alanini, siirgin ve koklerdeki kuru agirligi, net fotosentetik orani,
transpirasyon oranini ve stoma iletkenligini azalttigi, hiicreler arasi1 CO2 konsantrasyonunu ise
artirdig: tespit edilmistir. Domateste tuz stresinin klorofil a, klorofil b, karotenoid ve ¢6ziiniir
protein konsantrasyonunu azalttigt ve kok, govde ve yapraklardaki Na ve CI

konsantrasyonlarini artirip K, Ca ve Mg seviyelerini azalttigi ifade edilmistir (Li vd., 2015: 4).

Kanola bitkisine (Brassica napus L.) 150 mM NaCl uygulanmasi sonucunda bitkilerin
klorofil igeriginin, kok ve siirgiinlerinin yas ve kuru agirh@inimnin azaldigi, lipid
peroksidasyonunun ise arttig1 tespit edilmistir. Tuz stresine maruz birakilan kanolada kok ve
strglinlerdeki katalaz aktivitesinin azaldigi, peroksidaz aktivitesinin siirgiinlerde azalip
koklerde arttii, c¢oziiniir fenoliklerin miktarinin ise hem kok hem de siirgiinde arttig1

bildirilmistir (Hashemi vd., 2010: 249).

Tuz stresine maruz birakilan aygigeginde (Helianthus annuus L.), siirgiin uzunlugunun
ve yas-kuru agirligmin, klorofil a, Klorofil b ve total pigmentlerin igeriginin azaldigi
belirlenmistir. Bununla birlikte, serbest aminoasit, fenol ve prolin iceriginin ve SOD, CAT,

POX antioksidan enzimlerin aktivitelerinin ise arttigi rapor edilmistir (Ramadan vd., 2019: 1).

Tuz stresinin toleranslh ve duyarli bugday genotiplerinde arastirildig: bir ¢aligmada da,
tuz stresinin bagil su icerigini (RWC), klorofil icerigini (Chl), membran stabilite indeksini
(MSI) ve askorbik asit (AA) igerigini azalttig1 hidrojen peroksit ve TBARS (tiyobarbitiirik
asit reaktif maddeler) icerigini, SOD, APOX ve GR aktivitelerini artirdigi belirlenmistir.
Strese toleransh bir genotipte RWC, Chl, MSI ve AA igerigindeki azalmanin ve H20: ile
TBARS igerigindeki artisin daha diisik oldugu, SOD ve izozimlerinin, APOX ve GR
aktivitelerindeki artisin daha fazla oldugu gozlenmistir. Strese duyarli bir genotipte ise AA
icerigindeki azalisin ve H202 ve TBARS igerigindeki artigin daha fazla oldugu bunun yaninda

antioksidan enzimlerin aktivitelerinde az bir artis oldugu saptanmistir (Sairam vd., 2005: 85).

Soya fasulyesinin farkli konsantrasyonlarda NaCl stresine (0, 50, 100 ve 200 mM)
maruz birakildig1r bir ¢aligmada, artan tuz seviyesi ile birlikte bitki uzunlugunun ve yas
agirliginin azaldigi, Na* iceriginin artip K*, Ca™ ve Mg*? iceriklerinin azaldig: ifade
edilmistir. Artan NaCl konsantrasyonuyla beraber kontrole gore prolin igeriginin arttigi, SOD,
CAT ve POD aktivitelerinin ise azaldig tespit edilmistir (Amirjani, 2010: 350). Mas fasulyesi
(Vigna radiata L.) ile yapilan bir ¢alismada, tuz stresinin MDA, H202 ve prolin igerigini

artirdigl, yaprak relatif su icerigini ve klorofil icerigini ise azalttig1r belirlenmistir. Ayni
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zamanda, tuz stresinin askorbat igerigini, GSH/GSSG oranmni, CAT, MDHAR ve DHAR
aktivitelerini azalttigi, GSH ve GSSG igerigini, SOD, APX, GR, GPX ve GST aktivitelerini
artirdigi bildirilmistir (Nahar vd., 2015: 745).

Pervane ¢igeginde (Catharanthus roseus (L.) G.Don) tuz stresinin etkilerinin
arastirildig bir calismada, tuz stresinin kok ve yapraklardaki askorbik asit igerigini artirdigi,
GSH igerigini ise azalttigr bildirilmistir. Yiksek seviyelerdeki tuzlulugun kok ve
yapraklardaki SOD ve POX aktivitesini ve koklerdeki CAT aktivitesini azaltti§i, bunun
yaninda yapraklardaki CAT aktivitesinde ise anlamli bir artis olmadigi, kok ve yapraklardaki
APX aktivitesinin ise arttigr ifade edilmistir (Jaleel vd., 2007: 248). Fan ve arkadaslarinin
(2013) salatalik ile yaptiklar1 bir ¢calismada, tuz stresinin tohum ¢imlenmesini inhibe ettigi,
kontrole gore MDA igerigini, protein konsantrasyonunu, SOD ve CAT aktivitesini artirdigi
tespit edilmistir (Fan vd., 2013: 2711). Turp ile yapilan bir ¢alismada ise, tuz stresinin kok ve
sirglinlerin yas ve kuru agirligii, yaprak klorofil icerigini, yaprak bagil su igerigini ve
sodyum hari¢ mineral icerigini azaltip elektrolit sizintiyr artirdig1 rapor edilmistir (Yildrim

vd., 2008: 2069).

Bugdayda yapilan bir ¢alismada, tuz stresinin siirgiin biyokiitlesini, tahil agirhigmi, K*
konsantrasyonunu, K*/Na* oranini azalttigi, prolin konsantrasyonunu ve prolin biyosentezinde

gorev alan P5CS ve P5CR ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Tavakoli vd., 2016: 712).

Rojas-Tapias ve arkadaglarinin (2012), musir ile yaptiklari bir g¢alismada, tuz
konsantrasyonunun artmasiyla kok ve gévde uzunlugunun, kok ve gdvde kuru agirliginin
azaldig1, yapraklardaki total polifenol ve prolin igeriginin arttifi gozlenmistir. Ayni
calismada, tuz seviyesinin artmasiyla Na* konsantrasyonunun artip K* konsantrasyonunun ve
K*/Na" oraninin azaldig1 belirlenmistir (Rojas-Tapias vd., 2012: 269). Wang ve arkadaslarinin
(2017), misira farkli konsantrasyonlarda (150 ve 300 mM NaCl) tuz stresi uyguladiklart bir
bagka caligmada, artan tuz konsantrasyonuyla birlikte bitki boyunun, bitki basina yaprak
alaninin, bitki basma yaprak yas ve kuru agirliginin, relatif yaprak su iceriginin, net
fotosentetik oranin, transpirasyon oraninin ve stoma iletkenliginin azaldigi, hiicreler aras1 CO2
konsantrasyonunun ve MDA igeriginin arttig1 tespit edilmistir. Prolin ve ¢06ziiniir seker
iceriginin, SOD, POD, CAT ve APX aktivitelerinin 150 mM NaCl konsantrasyonunda
kontrole kiyasla arttigi, 300 mM NaCl konsantrasyonunda ise kontrole gore azaldigi

bildirilmistir (Wang vd., 2017: 4-7).
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Fasulyede yapilan bir ¢calismada, tuz stresinin kok ve siirgiin kuru agirligini, klorofil a,
klorofl b ve total karotenoid igerigini, K* konsantrasyonunu, K*/Na* oranini azalttig1 fakat
MDA igerigini, Na* konsantrasyonunu, CAT, APX ve GR aktivitelerini, askorbat ve total
flavonoid igeriklerini artirdigi ifade edilmistir (Taibi vd., 2016: 308).

Torreya grandis cv. Merrillii bitkisine %0,2°lik ve %0,4’liik tuz stresi uygulanmasi
sonucunda, kok ve siirglin kuru kiitlesinin, relatif su igeriginin, klorofil igeriginin, net
fotosentetik oranin, transpirasyon oraninin ve stoma iletkenliginin azaldigi, prolin igeriginin,
elektrolit sizint1 oraninin ve MDA igeriginin arttif1 gézlenmistir. Bununla beraber, %0,2’lik
NaCl uygulamasinin SOD, CAT ve POD aktivitelerini artirdigi ama %0,4’lik NaCl
uygulamasinin SOD, CAT ve POD aktivitelerini azalttigi rapor edilmistir (Li vd., 2014: 4-5).

Soleimani ve arkadaslari (2017), kimyon (Cuminum cyminum L.) ile yaptiklart bir
calismada, kimyona 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl stresi uygulamislar ve kontrole kiyasla 50
ve 100 mM NaCl konsantrasyonlarinda daha yiiksek prolin seviyelerinin biriktigini
gozlemlemiglerdir. Tuz stresinin bitki kuru agirliginda kademeli bir diisiise ve siirgiin
uzunlugunda azalmaya neden oldugunu, bununla birlikte 50, 100 ve 150 mM NaCl
konsantrasyonlarinda bitkilerin SOD, CAT ve APX aktivitelerinin arttigin1 bildirmislerdir.
Kantitatif RT-PZR analizi sonucunda 50, 100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinin Fe-SOD
ve CAT genlerinin relatif mRNA seviyelerini artirdigii ancak 200 mM NaCl
konsantrasyonunda Fe-SOD ve CAT genlerinin relatif mRNA seviyelerinde kontrol seviyesine

ulasacak kadar keskin bir diisiis oldugunu belirlemislerdir (Soleimani vd., 2017: 361).

Khan ve arkadaslarinin (2021) piringte yaptiklari bir ¢alismada, 70 ve 140 mM NaCl
uygulamasinin kok ve govde uzunlugunu, yas ve kuru agirligini, total protein, klorofil a,
klorofil b ve karotenoid igerigini azalttigi gézlenmistir. Ayn1 zamanda, tuz stresinin piringte
MDA igerigini, askorbik asit igerigini, SOD, CAT, POD, APX aktivitelerini ve OSCATA ve
OsAPX1 relatif ekspresyonlarini artirdig tespit edilmistir (Khan vd., 2021: 6-7).

Yukarida belirtildigi iizere literatiirde tuz stresinin farkli bitki tiirleri iizerindeki
etkilerini ortaya koyan caligmalarin sayisi olduk¢a fazla olmasina ragmen tuz stresi altinda
bitkilere glukoz, siikroz gibi ¢oziiniir sekerlerin ekzojen uygulamasini konu alan arastirmalar
¢ok daha sinirli sayidadir. Ornegin, Hu ve arkadaslar1 (2012) bugday ile yaptiklari ¢alismada,
tuz stresi altinda bugday fidelerinde biliylimenin azaldigin1 ve tohumlarin ¢imlenmesinin
onemli Olgiide engellendigini  gozlemlemislerdir. Ekzojen olarak uygulanan diislik

seviyelerdeki glukozun ise tohum c¢imlenmesindeki ve fide biiyiimesindeki inhibisyonun
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azaltilmasi tizerinde avantajli bir etki olusturdugunu tespit etmislerdir. Tuz stresinin MDA
iceriginde ve su kayip oraninda artisa, yapraklarda bagil su igeriginde ve klorofil igeriginde
azalmaya neden oldugunu belirlemisler ve glukoz uygulamasmin tuz stresinin bu etkilerini
tersine ¢evirdigini rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda, tuz stresi altindaki bugday yapraklarinda
ekzojen glukozun, prolin akiimiilasyonunu, SOD, CAT ve POD aktivitelerini artirdigin1 ve
Na* akiimiilasyonunu azaltip K* konsantrasyonunu artirdigini bildirmislerdir (Hu vd., 2012:
177). Wang ve arkadaslar1 (2019) ise, bugday ve ¢avdar melezi olan tritikale (x Triticosecale
Wittmack) ile yaptiklar1 bir ¢alismada, tuz stresinin biiyiimeyi engelledigini, fotosentezi ve
biyokiitleyi azalttigin1 belirlemislerdir. Ekzojen glukoz ve siikroz uygulamasiin ise tuz
stresinin neden oldugu hasar1 azalttigini, fotosentetik kapasiteyi artirdigini, yas ve kuru kiitle

akiimiilasyonunu daha fazla artirdigini tespit etmislerdir (Wang vd., 2019: 292).

Giincel literatiirde, aycicegi ve kanola bitkilerinde tuz stresi ile ilgili yapilan bazi
calismalar mevcut olmasina ragmen tuz stresinin hem ekofizyolojik hem de molekiiler
seviyede etkilerinin her iki bitkide birlikte incelendigi herhangi bir g¢alismaya heniiz
rastlanmamustir. Dahasi, bu bitkilere uygulanan ekzojen siikkroz uygulamasinin tuz stresinin
neden oldugu etkileri ne derece iyilestirdiginin arasgtirilmasi ise, ¢alismamizi literatiirdeki
diger caligmalardan farkli kilarak tiimiiyle O6zgiin hale getirmektedir. Bu nedenle,
calisgmamizda iki farkli tuz konsantrasyonu (75 mM NaCl ve 150 mM NaCl) ve bu
konsantrasyonlardaki tuz ile birlikte uygulanan ekzojen siikrozun (75 mM NaCl+Siikroz ve
150 mM NaCl+Siikroz) iki 6nemli endiistri bitkisi olan aycicegi ve kanola {izerindeki etkileri
incelenmis olup; prolin, SOD, CAT, APX gibi bazi antioksidanlarin aktiviteleri
spektrofotometrik yontemlerle tespit edilmisti. Bu antioksidanlarin gen ekspresyon

seviyelerinde meydana gelen degisimler ise, kantitatif gercek zamanli PZR ile belirlenmistir.
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2. MATERYAL METOD
2.1. Bitki Orneklerinin Yetistirilmesi, Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamalar1

Bu ¢alismada endiistri bitkileri arasinda yer alan aygigegi (Helianthus annuus L.) ve
kanola (Brassica napus L.), bitki materyalleri olarak kullanilmistir. Aygicegi ve kanolaya ait
tohumlar, sterilizasyon i¢in %10’luk NaClO (Tekkim) igerisinde 10 dakika bekletilmis,
ardindan 3 kez distile suyla yikanmistir. Daha sonra her saksiya 8 adet tohum olacak sekilde
ekim yapilmistir. Bir bitki i¢in kontrol, NaCl ve NaCl ile birlikte siikroz olmak iizere 5 grup
(kontrol, 75 mM Tuz, 150 mM Tuz, 75 Mm Tuz+Siikroz ve 150 mM Tuz+Siikroz) ve 3 tekrar
olacak sekilde toplamda iki bitki tiirii igin 30 adet saks1 kullanilmistir (Sekil 2.1). Tohumlar,
30 giin boyunca iklim kabininde (DigiTech) distile su ile sulanarak yetistirilmistir.
Sonrasinda, bu gruplardan biri kontrol grubu olarak belirlenip yine distile su ile sulanmaya
devam edilmis, diger gruplar da 75 mM NaCl, 150 mM NaCl, 75 mM NaCl+%3’lik Siikroz
ve 150 mM NaCl+%3’liik Siikroz olmak tizere dort farkli ¢ozelti ile sulanmustir (Sekil 2.2).
Bitkilere 7 kez tuz (NaCl) ve tuzla birlikte ekzojen olarak %3’liikk siikroz (CeH22011)

uygulanmis ve 45 giiniin sonunda da bitki 6rnekleri toplanmustir.

Aycicegi Kanola
. S mM N 50 mM NaC ‘ 50 mM NaC
TN |75 M Nact | | 150 my vaca| | 75 M NACE[ (150 mATNaCE OO | 75 mM Nact | 150 mv Nacy | | 75 NaCl] (150 mNac
()} (0] m stkroz (1) | | Sukroz (1) @ o 0] stkroz (1) | | Sikroz (1)
. 75 mM NaCl | |150 mM NacCl . ‘ 5 ‘

LOETEON | 75 mM Nact | |150 mv Nac - o LOUTEN | 75 v act | 150 myt Nacey| [ 75 MM NaCE} 150 mANaCl
) @ @ Siikroz (2) Sitkroz (2) @ @ @ Sitkroz (2) Sitkroz (2)
75mM NaCl | | 150 mM NaCl - ) iaC
Tl |75 mv Nact | [150 mM Nact A o LLEEN |75 mvNact | |1s0mvxacy| |77 RG] 190 mARaC]
& @ ) Siikroz (3) Sitkroz (3) ® & 3 Siikroz (3) Sitkroz (3)

Sekil 2.1. Aycicegi ve kanolaya ait saksilarin deney gruplarina gore sematik gosterimi
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Aycicegi ve Kanola Aycicegi ve Kanola
Tuz (NaCl) Uygulanan Gruplar Tuz + Ekzojen Siikroz Uygulanan Gruplar

Sekil 2.2. Aycicegi ve Kanolada 7. uygulama sonunda tuz (NaCl) ve tuzla birlikte uygulanan

ekzojen siikroz gruplarina ait saks1 goriintiileri

2.2. Bitkilerin Ekolojik Ol¢iimlerinin Belirlenmesi

Deney sonunda, bitki 6rnekleri saksilarindan ¢ikarilarak topraklarindan temizlenmistir.
Toplanan fidelerin kok-goévde uzunluklar1 (cm) cetvel ile dlgiilmiis, kok-govde yas ve kuru
agirliklart (g) ise hassas terazi (RADWAG) ile belirlenmistir. Yas agirliklart alinan kok ve
siirgiin Ornekleri, 70 °C’ye ayarh etiivde 72 saat boyunca bekletilerek Kkurutulmus ve
sonrasinda hassas terazi ile Orneklerin kok-govde kuru agirlik Olgtimleri tartilarak tespit

edilmistir. Orneklerin kok-gdvde biyokiitleleri ve tuzluluk tolerans indeksleri hesaplanmustir.
2.3. Klorofil iceriginin Belirlenmesi

Bitki 6rneklerinin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igeriginin belirlenmesi i¢in
her bir deney grubuna ait taze yaprak 6rnegi 0,05 g tartilarak %80’lik 15 ml aseton (Merck)
ile homojenize edilmis ve homojenatin absorbans degerleri spektrofotometrede (AgileSpec)
645 nm ve 663 nm dalga boylarinda okunmustur. iki farkli dalga boyundaki absorbans
degerleri asagida verilen denklemlerde yerine koyularak bitki orneklerinin klorofil a, b ve
toplam klorofil i¢erikleri mg/ml olarak belirlenmistir (Porra, 2002: 151).

Klorofil a: [12.7 (Des3)- 2.69 (Deass)] (\V/1000W)
Klorofil b: [22.9 (Deas) — 4.68 (Dss3) ] (V/1000W)

Toplam Kilorofil: [20.2 (Dess) + 8.02 (Dess)] (V/1000W)
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D: Klorofil ekstratinin belirtilen dalga boyundaki absorbans degeri
V: %80’lik aseton hacmi

W: Ekstre edilen dokunun gr olarak yas agirligi

2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi icin Yapraklardan Protein

Ekstraksiyonu

Antioksidan enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yapraklardan protein
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. 0,1 g yaprak ornekleri, sivi azot ile toz haline gelinceye
kadar ezilmis ve 2 ml ekstraksiyon tamponu [50 mM K>HPO4 (Carlo Erba), 50 mM KH2PO4
(Carlo Erba), %1 PVP (Biomatik), ImM EDTA (VWR Chemicals)] ile homojenize edilmistir.
Bu karisim vorteksle (WiseMix® VM-10) 15 saniye boyunca karistirilmis ve sonrasinda
20000 g’de 20 dk +4 °C'de santrifiij (HERMLE) edilmistir. Olusan siipernatant, yeni
eppendorf tiipe alinarak enzim aktivitesi tayininde kullanilmak iizere -80 °C'ye (Thermo
Scientific) kaldirilmistir. APX aktivitesini 6lgmek icin kullanilan ekstraksiyon tamponuna
diger kimyasallara ek olarak ayrica 5 mM askorbik asit (Tekkim) eklenmistir (Chaoui vd.,
1997: 141).

2.5. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Bitkilerde lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak, malondialdehit (MDA)
icerigi belirlenmektedir. Bitkilerden aliman 0,25 g yaprak o6rnekleri, 5 ml %0,1’1lik
trikloroasetik asit (TCA) (Bio Basic) ile homojenize edildikten sonra homojenat 15000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen drneklerin berrak kisimlarindan 500 pl alinip
tizerine 2 ml %20’lik TCA igerisinde ¢oziilmiis %0,5’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) (Carlo
Erba) eklenmistir. Olusan karisim, 95 °C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra hizlica buz
banyosunda sogutulmustur. Sonrasinda, 10000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilmis ve berrak
kisimlardan alinarak spektrofotometrede 532 nm ve 600 nm dalga boyunda absorbans
degerleri olgiilmistir (Hodges vd., 1999: 605; Sairam ve Saxena, 2000: 56). Bu absorbans

degerleri asagidaki formiilde yerine yazilarak malondialdehit (MDA) igerikleri belirlenmistir.

MDA (nmol ml) = [(A532-A600)/155 000] 10°
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2.6. Prolin I¢eriginin Belirlenmesi

Prolin igeriginin belirlenmesi igin, sivi azotla ezilen 0,5 g yaprak orneklerine
10 ml %3’lik sulu siilfosalisik asit (Merck) eklenerek homojenize edilmistir. Ardindan
ornekler, 8000 rcf’de 15 dk boyunca santrifiij edilmis ve filtreleme kagidinda filtrelenerek
stipernatantlar1 alinmistir. Yeni test tiiplerine bu siipernatant kisimlardan 2 ml alinip {izerine
2 ml asit ninhidrin (ninhidrin, asetik asit ve fosforik asitten olusan bir ¢ozelti) ve 2 ml glasiyal
asetik asit (Merck) eklenerek karistirilmistir. Bu karigim 100 °C'de 1 saat boyunca inkiibe
edilmis ve sonrasinda reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 5 dk buz banyosunda sogutulmustur.
Daha sonra karisima 4 ml toluen (Emboy) eklenip en az 15 saniye vorteks yardimi ile
karigtirilmistir. Son olarak olusan karisimin iist faz1 alinarak 520 nm dalga boyunda absorbans
okumas1 yapilmistir. Kor olarak saf toluen kullanilmistir. Prolin konsantrasyonu, standart
grafikten elde edilmistir ve yas agirlik bazinda hesaplanmigtir. Standart grafiginin
olusturulmasi i¢in prolin konsantrasyonu bilinen standartlar kullanilmistir. 0, 5, 10, 15, 20, 25,
30 ve 35 ug prolin standartlart alinarak 520 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iilmiis
ve absorbans degerleri kullanilarak bir grafik olusturulmustur. Grafikten elde edilen formiil
(y = 0,0379x - 0,0202) ve asagidaki formiil kullanilarak 6rneklerin prolin konsantrasyonu
hesaplanmistir (Bates vd., 1973: 206).

[(ug prolin/ml x ml toluen) / 115,5 ng/umol]/[(g 6rnek)/S] = umol prolin/g yas agirlik

2.7. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
2.7.1. Toplam Protein iceriginin Belirlenmesi

Enzim aktiviteleri hesaplanirken protein miktarlar1 kullanildigi igin elde edilen yaprak
ekstraktlarimin  oncelikle protein igerikleri belirlenmistir. Protein konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde, sigir serum albiimini (BSA) standart olarak kullanan Bradford metodu tercih
edilmistir (Bradford, 1976: 249). Protein igerigi belirlenirken 780 pl dH20 iizerine 20 pl
enzim ¢Ozeltisi konulmustur. Bu karigimin tizerine 200 pl 5X Bradford (Serva) ¢ozeltisi de
eklenmis ve vorteksle karistirllmistir. Ardindan, son karisim karanlikta ve oda sicakliginda
5 dakika bekletildikten sonra absorbans degerleri spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
lic tekrarli olarak okunmustur. Standart grafigi icin, 1 mg/ml BSA (Sigma) stogu
kullanilmistir. BSA stogundan 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ug protein alinarak
absorbans degerleri belirlenmistir. Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak bir grafik
olusturulmus ve bu grafikten elde edilen formiil (y = 0,0073x - 0,0053) sayesinde protein

konsantrasyonu bilinmeyen orneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.
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2.7.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD aktivitesi, nitro blue tetrazolyumun (NBT) fotorediiksiyonundaki inhibisyonun
spektrofotometrik olarak dl¢iilmesiyle belirlenmistir. U/mg protein seklinde ifade edilen SOD
aktivitesinin bir birimi (U), NBT nin fotokimyasal rediiksiyonunda %50 oraninda inhibisyon
saglayan SOD enzim miktar1 olarak tanimlanir (Alici ve Arabaci, 2016: 3). SOD aktivitesinin
belirlenmesi i¢in, 20 pl enzim 6ziitii ve 1 ml SOD tamponu [0,05 mM Na;HPO4 (Carlo Erba),
0,033 mM NBT (TCIl), 0,0033 mM Riboflavin (Alfa Aesar), 10 mM L-metiyonin
(AMRESCO) ve 0,66 mM EDTA (VWR)] 10 dk siire ile 300 umol m?s™ 151k yogunlugunda
beyaz floresan 1sik altinda bekletilerek absorbans degerleri kore karsi spektrofotometrede
(AgileSpec) 560 nm dalga boyunda okunmus ve % inhibisyon degerlerinin belirlenmesi igin

kaydedilmistir. % inhibisyon degerleri ise, asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
% inhibisyon= (Kontroliin Abs.-Ornegin Abs.) X 100/ Kontroliin Abs.
Ornek: Enzim 6ziitii igeren SOD reaksiyon tamponu

Kontrol: Enzim 6ziitii igermeyen SOD reaksiyon tamponu

2.7.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi, hidrojen peroksidin katalaz enziminin yardimiyla su ve oksijene
parcalanmasi sonucu 240 nm dalga boyunda meydana gelen absorbans degisiminin

spektrofotometrik olarak 6lgiilmesiyle belirlenmistir. Oncelikle, 20 pl enzim &ziitii iizerine
1 ml CAT reaksiyon tamponu [50 mM K;HPO4, 50 mM KH2PO4 ve 30 mM H»0; (Carlo
Erba)] eklenmis ve tiip igerisinde pipetaj yapilarak karistirilmigtir. Kor olarak enzim oziitii
icermeyen CAT reaksiyon tamponu kullanilmig ve Orneklerin kore karst 240 nm dalga
boyunda 3 dk boyunca 15 sn araliklarla kinetik 6l¢timii alinarak absorbans degerlerindeki
degisimler kaydedilmistir (Aebi, 1984: 123-124). Toplam katalaz aktivitesi, asagidaki
denkleme gore U/ug protein seklinde hesaplanmustir.

CAT Aktivitesi (U/png): [(AAbs XVioplam)/€ X t X Venzim X 1] / TP

&€= Ekstinksiyon katsayis1 (40 mmol/L.cm)

Vioplam: TOplam hacim (1,020 ml)

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (0,02 ml)

t: Reaksiyonun gergeklestigi siire (3 dk)
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I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktar1 (mg/ml)

2.7.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

APX enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in 20 pl enzim oOziitii tizerine 1 ml APX
reaksiyon tamponu (50 mM K2HPOQO4, 50 mM KH2PO4, 250 uM askorbik asit ve 5 mM H20>)
eklenmis ve tiip icerisinde pipetaj yapilarak karistirilmigtir. Kor olarak enzim 6ziitii icermeyen
APX reaksiyon tamponu kullanilmis ve orneklerin kore karst 290 nm dalga boyunda 3 dk

boyunca 15 sn araliklarla kinetik 6l¢iimii alinarak absorbans degerlerindeki degisimler
kaydedilmistir (Chaoui vd., 1997: 141; Murshed vd., 2008: 320). Toplam APX aktivitesi,
asagidaki denkleme gore U/pg protein seklinde hesaplanmistir.

APX Aktivitesi (U/ng): [(AADbs X Vioplam)/€ X t X Venzim X I] / TP

€ : Ekstinksiyon katsayisi (2,8 mmol/L.cm)
Vioplam: Toplam hacim (1,020 ml)

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (0,02 ml)
t: Reaksiyonun gerceklestigi siire (3 dk)

I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktar1 (mg/ml)

2.8. Antioksidanlara Ait Gen ifadelerinin Belirlenmesi
2.8.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in iki ayr1 kit kullanilmigtir. Kanola igin HibriGen Total RNA
Izolasyon Kiti kullanilirken, ayciceginde daha etkili bir sonuc¢ icin Macherey-Nagel
NucleoSpin® TriPrep Total DNA, RNA ve Protein Izolasyon Kiti kullanilmistir. -80 °C’de
muhafaza edilen bitki ornekleri ¢ikarilarak steril havanda sivi azotla toz haline gelinceye

kadar ezilmis ve RNA izolasyonunda kullanilmak {izere hazir hale getirilmistir.

Kanola i¢in HibriGen Total RNA izolasyon kitinin kullanim kilavuzu takip edilerek
100 mg bitki 6rneginin iizerine 1ml HT tamponu eklenmis ve karisim homojen hale gelene
kadar vortekste 10 saniye boyunca karistirilmistir. 5 dakika buzda inkiibasyondan sonra

4 °C’de 12000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve olusan siipernatant yeni bir RNaz
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bulundurmayan mikrosantrifiij tiiptine aktarilmistir. Ardindan, 200 ul kloroform eklenip
homojen hale gelmesi icin 15 saniye boyunca vorteks ile karistirilmis ve 10 dakika buz
tizerinde inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda, 4 °C’de 12000 rpm’de 15 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iki ayri1 faz igeren karisimin renksiz RNA iceren en st
fazi pipet yardimiyla dikkatlice alinarak yeni bir RNaz bulundurmayan bos bir tiipe
aktarilmistir. Alinan renksiz fazin hacmine gore '2 oraninda onceden sogutulmus etanol
(%100) eklenmis ve bu karisim vorteksle iyice karistirtlarak filtreli bir tiipe aktarilmistir.
Daha sonra, 4 °C’de 12000 rpm’de 30 sn santrifiij edilmis ve filtrenin altindaki tiipte toplanan
sivi atilmistir. Filtreye 500 ul RY1 eklenmis ve 4 °C’de 12000 rpm’de 30 sn boyunca
santriflij edilerek tekrar altta kalan sivi atilmistir. Ardindan filtreye 500 ul RY2 eklenip 1 dk
oda sicakliginda inkiibasyon yapilmis ve 4 °C’de 12000 rpm’de 30 sn boyunca santrifiij
edilerek yine altta kalan sivi atilmis ve bu adim bir kez daha tekrarlanmistir. RY?2 ile iKi
yikama isleminden sonra filtreli tiip kurumasi i¢in 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmis ve
sonra filtreli tiipiin i¢indeki kolon 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipe yerlestirilmistir. Son olarak,
direkt membran tizerine 50 ul DEPC ile muamele edilmis su eklenerek 10 dk oda sicakliginda
inkiibasyon yapilmis ve 12000 rpm’de 2 dk boyunca santrifiij edilerek RNA’nin bu suyun
icerisinde toplanmasi saglanmistir. Nihayetinde tiip igerisinde bulunan saf RNA ise, daha

sonra kullanilmak igin -80 °C’de saklanmustir.

Ayciceginde ise, Macherey-Nagel NucleoSpin® TriPrep Total DNA, RNA ve protein
izolasyon kitinin protokolii takip edilerek 100 mg bitki 6rneginin tizerine 350 ul RP1 ve
3,5 pl B-merkaptoetanol eklenerek vorteks yapilmistir. Karisim, bir toplama tiipiindeki
NucleoSpin filtreye (pembe halkali) alinarak 1 dk 11000 g’de santrifiij edilmistir. Daha sonra,
bu filtre atilarak toplama tiiptinde (2 ml) toplanan sivi1 tizerine 350 pl %70 etanol eklenmis ve
pipetaj yapilarak karigtirilmistir. Elde edilen karigim, bir toplama tiipiine yerlestirilmis olan
NucleoSpin TriPrep kolona (mavi halkali) alinmig ve 30 sn 11000 g’de santrifiij edilmis,
sonrasinda kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. Ardindan, iki defa tekrarlanmak
tizere kolona 500 pul DNA Wash eklenerek 1 dk 11000 g’de santrifiij edilmis ve kolonun
altinda kalan siv1 atilmigtir. Kolon 1,5 mI’lik bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildikten sonra,
etanol kalintilart kalmadigindan emin olmak igin kolonun kapagi agik birakilarak oda
sicakliginda 3 dakika boyunca kurutulmaya birakilmistir. Sonra, kolona 100 ul DNA Elute
eklenerek 5 dk inkiibasyon yapilmis, ardindan 1 dk 11000 g’de santrifiij edilmistir. Kolonda
kalan DNA parcalarindan kurtulmak i¢in, kolon tizerine 95 pl rDNase reaksiyon karisimimdan

eklenmis ve 37 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda yikama islemlerine
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gegilerek kolon tizerine 200 ul RA2 tamponundan eklenmis ve 30 sn 11000 g’de santrifiij
edilerek kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. Daha sonra, 600 pl RA3 tamponu
eklenerek tekrar 30 sn 11000 g’de santrifiij edilmis ve altta kalan sivi atilmistir. Son olarak,
250 ul RA3 tamponu eklenerek 2 dk 11000 g’de santrifiij edilmistir. RNaz-olmayan bir tiipe
(1,5 ml) yerlestirilen kolonun iizerine 60 pul RNase-olmayan H,O eklenerek 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve 1 dk 11000 g’de santrifiij edilerek saf RNA elde edilmistir.

Elde edilen RNA’lar, uzun siireli kullanim i¢in -80 °C’de muhafaza edilmistir.

2.8.2. Total RNA Miktarmin Belirlenmesi

Izole edilen RNA orneklerinden 5 pl almarak %1°lik 100 ml agaroz jelde 100V’da
40 dk yuritilmistir. Jelde parlak ¢ift bant seklinde goriinen Ornekler cDNA sentezi igin
uygun bulunarak cDNA’ya gevrilmistir. Jelde ¢ok silik ve siirlintli halinde gériinen 6rnekler

icin, RNA izolasyonu tekrarlanmistir.

2.8.3. cDNA Sentezi

izole edilen RNA &rnekleri, A.B.T. cDNA sentez kiti [A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit
with RNase Inh. (High Capacity)] kullanilarak cDNA’ya doniistirilmiistiir. Her bir 6rnek i¢in
steril bir 0,2 ml’lik santrifiij PCR tiipiine sirasiyla 3,5 pul RNaz-serbest su, 2 pl 10X Reaksiyon
Tamponu, 1 pl ANTP mix, 2 ul Rastgele Hexamer (50 pM), 0,5 pl RNaz Inhibitor, 1 pl
Reverse Transkriptaz ve son olarak 10 ul RNA 6rnegi eklenmis ve ardindan toplam hacmi
20 pl olan bu karisim mikrosantrifiijte (STARLAB) spinlenmistir. Daha sonra &rnekler,
Thermal Cycler’da (Applied Biosystems) 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 120 dk ve 85 °C’de 5 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, &rnekler Kkantitatif gercek zamanli PZR’de

kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirilmistir.

2.8.4. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) icin Primer
Tasarim

Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (gPZR) deneylerinde
kullanilacak olan genler i¢in 6zel primerler tasarlanmistir. Aygicegi ve kanolaya ait primerler
ve dizileri asagida listelenmistir (Tablo 2.1 ve 2.2). Liyofilize gelen primerler 15 sn 10000
rpm’de santrifiij edilmistir. Her primere {izerinde belirtilen miktar kadar niikleaz-serbest dH.O
eklenmis ve pipetaj yapilarak karistirilmistir. Ik 6nce 100 uM’lik stok soliisyonlari
hazirlanmis, ardindan bu stok soliisyonlardan 10 uM’lik ¢aligma soliisyonlar1 olusturulmustur.
Stok ve calisma soliisyonlarinin her ikisi de, daha sonra kullanilmak {izere -20 °C’de

saklanmustir.
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Tablo 2.1. Aygigeginde qPZR igin kullanilan primerler ve niikleotit dizileri

Primer Ad1 Niikleotit Dizisi (5°-3°) Tm (°C)
SOD-Mn (F) 5’-CTGGAAAGAATCTTGCCCCTACTCGT-3” 65
SOD-Mn (R) 5’>-CAACCAATTTTTCCATAGAACCAAAATG-3’ 59
CAT (F) 5’>-CTTCCCGCTTGAATGTGAAG-3’ 64
CAT (R) 5’-CCGATTACATAAACCCATCATC-3° 60
APX (F) 5’-TGGCGATGCCTATTGTAGAC-3’ 57
APX (R) 5’-TCCTCGCAAAAATCGATAGC-3 95
P5CS (F) 5’-TGGCAATGGAACTGAAGGCA-3’ S7
P5CS (R) 5’>-TCCATCCCACCTCTTCCCAT-3’ 59
Aktin (F) 5’-AGGGCGGTCTTTCCAAGTAT-3’ 64
Aktin (R) 5’-ACATACATGGCGGGAACATT-3’ 63

Tablo 2.2. Kanolada qPZR ig¢in kullanilan primerler ve niikleotit dizileri

Primer Adi Niikleotit Dizisi (5°-3°) Tm (°C)
SOD-Mn (F) 5>-TCAATCCAGACCTTCACGCT-3’ 57
SOD-Mn (R) 5’>-TTGAACTTGATGGCGCTCTG-3’ 57
CAT (F) 5’-AGAGGGTTGTTCATGCGAGA-3° 57
CAT (R) 5’-TGGTGTAAAACTTGACGGCG-3’ 57
APX (F) 5’-ACTAGTTAACTCTGGGGCCA-3’ 57
APX (R) 5’-GCTTAGAACAACGTCACATAGC-3’ 58
P5CS (F) 5’-GGTCCTCCAAGCGATCCTAA-3’ 59
P5CS (R) 5’-GGAATGCCACCATAAGCTGC-3’ 59
GAPDH (F) 5’-GCCGCTTCCTTCAACATCAT-3’ 57
GAPDH (R) 5’-TCGCAGCTTTCTCGAGTCTA-3’ 57

2.8.5. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR

Elde edilen cDNA’lar, kantitatif gercek zamanli PZR i¢in kalip olarak kullanilmistir.
Kantitatif gergek zamanli PZR deneyinden Once, cDNA Orneklerinin Nanodrop
Spektrofotometre (AgileSpec) ile 260 nm ve 280 nm dalga boyunda saflik ve miktarlar
belirlenmis ve konsantrasyonu yiiksek olan 6rnekler, uygun miktarlarda seyreltilmistir. Daha
sonra kantitatif gercek zamanli PZR, A.B.T.™ 2X gPCR SYBR-Green MasterMix (without
ROX) kiti kullanilarak yapilmistir. Bilesenler (Tablo 2.3), kitin kullanim kilavuzunda
belirtildigi sekilde PZR strip tiiplere ilave edilmis ve PZR reaksiyonu, PZR cihazinda (Agilent
Technologies) gergeklestirilmistir (Tablo 2.4).
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Kantitatif gergek zamanli PZR reaksiyonu, her bir cDNA 06rnegi i¢in hem P5CS,
SOD-Mn, CAT, APX antioksidan genleri hem de normalizator genler olan Aktin ve GAPDH

genlerine ait primerler kullanilarak 3’er tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Tablo 2.3. Kantitatif ger¢cek zamanli PZR bilesenleri

Bilesenler Miktar
cDNA kalip Il
Primer Forward (F) 0,5 ul
Primer Reverse (R) 0,5 ul
DEPC’li su 3ul
A.B.T.™2X qgPCR SYBR-Green 541
MasterMix (without ROX) H
Total Hacim 10 pl

Tablo 2.4. Kantitatif gercek zamanli PZR sicaklik dongiisii

95 °C 5 dk 1 dongii
95 °C 30 sn .. .
60 °C 1 dk 40 dongii
95 °C 30 sn
65 °C 30sn 1 dongii
95 °C 30 sn

2.9. istatiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Kontrol gruplari, farkli konsantrasyonlarda tuz (NaCl) ve tuzla birlikte ekzojen siikroz
uygulanan deney gruplariyla yapilan her ¢alisma, 3 bagimsiz tekrarla gerceklestirilmistir.
Istatiksel analizler i¢in, GraphPad programinda iki yonlii varyans analizi (two-way ANOVA)

o

kullanilarak p degeri hesaplanmigtir. Onemli degerler *“* ve isareti ile gosterilirken

standart sapmalar “+’’ isareti ile belirtilmistir.
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3. SONUC, TARTISMA VE ONERILER
3.1. Sonuclar
3.1.1. Bitkilerin Ekolojik Ol¢iimlerinin Belirlenmesi

Iki farkli tuz konsantrasyonu (75 ve 150 mM NaCl) ve bu tuz konsantrasyonlariyla
birlikte uygulanan ekzojen siikroz takviyesi (75 mM NaCl+Siikroz ve 150 mM NaCl+Siikroz)
altinda yetistirilen aygigegi ve kanola bitkilerinden 7. uygulama sonunda kok ve yaprak
ornekleri toplanmis ve bazi ekolojik parametreler belirlenmistir. ki farkli tuz
konsantrasyonunun aycigegi ve kanola bitkilerine ait yapraklarin bir kisminda kloroza ve
devaminda bu yapraklarin kurumasina neden oldugu saptanmistir. Tuz ve siikrozun birlikte
uygulandigr gruplarda ise, sadece tuz uygulanan gruplara kiyasla bu olumsuzluklarin daha az

oldugu ve nispeten iyilestirici etkilerin gortildiigii tespit edilmistir (Sekil 3.1).

%3’liik Siikroz |

Sekil 3.1. Tuz ve tuz+siikroz uygulanan aygigegi drneklerinin 7. uygulama sonundaki saksi

gorilintiileri
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150 mM NaCl+
%3liik Siikroz

75 mM NaCl+
%3liik Siikroz

Sekil 3.2. Tuz ve tuztsiikroz uygulanan kanola 6rneklerinin 7. uygulama sonundaki saksi
goriintiileri

Iki farkli tuz konsantrasyonunda yetistirilen aygigegi fidelerinin kontrole (54,5 cm)
gore govde uzunlugunda 6nemli bir azalma goriiliirken, 75 mM NaCl uygulanan 6rneklerin
govde uzunlugunun (36 cm) 150 mM NaCl uygulanan bitkilerin gévde uzunluguna (40,9 cm)
kiyasla daha kisa oldugu gozlemlenmistir. Aygicegi fidelerinde NaCl+siikroz uygulanan
gruplarin gévde uzunluklarinin da (sirasiyla 44,5 cm; 42,9 cm) kontrole gore daha az oldugu,
ancak siikroz takviyesinin sadece tuz uygulanan deney gruplarina gore gévde uzunluklarinda
artis sagladig1 belirlenmistir. Ozellikle 75 mM NaCl+siikroz uygulanan drneklerin gdvde
uzunlugunda (44,5 cm), sadece 75 mM NaCl uygulanan 6rneklerin gévde uzunluguna gore
(36 cm) 6nemli bir artis oldugu tespit edilmistir. Artan tuz konsantrasyonuyla birlikte aygicegi
fidelerinin kok uzunlugunda (sirasiyla 28,9 cm; 26 cm) kontrole (40,3 cm) gore onemli bir
azalma oldugu gozlenmistir. Siikroz uygulanan gruplarin kok uzunlugunun (sirastyla 25,5 cm;
31,5 cm) da kontrole gore olduk¢a diisiik oldugu belirlenmistir. Sadece tuz uygulanan deney
gruplarntyla karsilastirildiginda, 75 mM NaCl+siikroz grubunun kok uzunlugunun azalirken

150 mM NaCl+siikroz uygulamasinda kok uzunlugunun arttig1 kaydedilmistir (Grafik 3.1).

Aycigeginde tiim deney gruplar karsilastirildiginda, en uzun govde (54,5 cm) ve kok
(40,3 cm) uzunluguna kontrol grubunda rastlanmistir. En kisa gévde uzunluguna (36 cm)
75 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en kisa kék uzunluguna (25,5 cm)
75 mM NaCl+siikroz uygulanan grupta rastlanmistir (Grafik 3.1).
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Grafik 3.1. Aygigegi 6rneklerine ait govde ve kok uzunluklar

(* kontrolle uygulama gruplar1 arasinda, ¢ tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(%, * p<0,05; **, os p<0,01; *** see p<0,001; ****, esee p<0,0001)

75 ve 150 mM NaCl uygulanan kanola fideleri, kontrolle (30,8 cm) karsilastirildiginda
her iki NaCl konsantrasyonunda da gévde uzunlugunun (sirasiyla 22,2 cm; 21,8 cm) 6nemli
derecede azaldig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde, siikroz uygulanan gruplarin gévde uzunluklari
da (swrasiyla 22,5 cm; 21,7 cm) kontrole gore onemli derecede azalmistir. NaCl+siikroz
uygulanan Orneklerin govde uzunluklar1 ile sadece tuz uygulanan Orneklerin gdévde
uzunluklart karsilastirildiginda, siikroz takviyesinin govde uzunlugu iizerinde anlamli bir
degisiklige neden olmadigi tespit edilmistir. 75 ve 150 mM NaCl uygulanan gruplarin
kontrole (23,8 cm) kiyasla kok uzunluklarinda anlamli bir azalis gézlenmis, 75 mM NaCl
uygulanan bitkilerin kok uzunlugunun (14,4 cm) 150 mM NaCl uygulanan bitkilerin kok
uzunluguna (15,6 cm) kiyasla daha fazla azaldigi saptanmistir. NaCl+siikroz uygulanan
gruplarin kok uzunluklart da (sirasiyla 16,6 ¢cm; 16,7 cm), kontrole goére onemli derece
azalmistir. 75 mM NaCl+siikroz uygulanan 6rneklerin kok uzunlugunun sadece 75 mM NaCl
uygulanan orneklerin kok uzunlugundan 6nemli derecede fazla olmasi, siikroz takviyesinin

diisiik tuz konsantrasyonunda kok uzunlugunu artirdigini gostermistir (Grafik 3.2).
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Kanolada tiim deney gruplan karsilastirildiginda, en uzun goévde (30,8 cm) ve kok
(23,8 cm) uzunluguna kontrol grubunda rastlanmistir. En kisa gévde uzunluguna (21,7 cm)
150 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanirken, en kisa kok uzunluguna (14,4 cm) 75 mM NacCl
uygulanan bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.2).
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Grafik 3.2. Kanola orneklerine ait govde ve kok uzunluklar

(* kontrolle uygulama gruplar1 arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, o p<0,01; ***, eee p<0,001; **** esee n<(,0001)

Aygicegi bitkisine ait kok yas ve kuru agirliklari incelendiginde, tim deney
gruplarinda kok yas ve kuru agirliginin kontrole (sirasiyla 3,511 g; 0,435 g) gére onemli
derecede azaldigi belirlenmistir. 75 ve 150 mM NaCl uygulanan bitki gruplarinda, artan tuz
konsantrasyonuna bagl olarak koklerin yas (sirasiyla 2,908 g; 2,607 g) ve kuru (sirasiyla
0,350 g; 0,303 g) agirliklarinda 6nemli bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. NaCl ile birlikte
uygulanan siikroz gruplarinda ise, 75 mM NaCl+siikroz uygulanan 6rneklerin kdk yas ve kuru
agirliginin (sirasiyla 2,132 g; 0,326 g) 150 mM NaCl+siikroz uygulanan 6rneklerin kok yas ve
kuru agirhigma (sirasiyla 2,786 g; 0,331 g) gore daha diisiik oldugu gézlenmistir. 75 mM
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NaCl+siikroz uygulamasinin, sadece NaCl uygulanan gruba gore kok yas agirligini 6nemli
olgiide azalttigi, 150 mM NaCl+siikroz uygulamasinin ise sadece NaCl uygulanan gruba goére
kok yas agirligin1 6nemli derecede artirdigi tespit edilmistir (Grafik 3.3).

Aycigeginde tiim gruplar kiyaslandiginda, en ytiksek kok yas (3,511 g) ve kuru agirlig
(0,435 g) kontrol grubunda goézlenmistir. En diisiik kok yas agirhig (2,132 g) 75 mM
NaCl+siikroz grubunda bulunmus iken, en disiik kok kuru agirligia (0,303 g) ise 150 mM
NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.3).
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Grafik 3.3. Ayc¢igegi 6rneklerine ait kok yas ve kuru agirliklar
(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<(,001; **** eeee n<(0,0001)

Kanola bitkisine ait kok yas ve kuru agirliklari incelendiginde, 75 ve 150 mM NaCl
uygulanan gruplarin kok yas ve kuru agirliginda kontrol grubuna (sirasiyla 0,123 g; 0,076 g)
kiyasla 6nemli derecede bir azalma gdzlenmistir. Artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak
150 mM NaCl uygulanan 6rneklerin kok yas (0,049 g) ve kuru agirhigimin (0,035 g), 75 mM
NaCl uygulanan 6rneklerin kok yas (0,061 g) ve kuru agirhigina (0,051 g) gore daha diisiik

oldugu belirlenmistir. NaCl+siikroz uygulanan gruplarda da orneklerin kok yas ve kuru
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agirhginda kontrole gére bir azalma oldugu tespit edilmistir. 75 mM NaCl+siikroz uygulanan
orneklerin kok yas agirliginda (0,069 g) 150 mM NaCl+siikroz uygulanan &rneklere (yas
agirhgr 0,092 g) gore daha fazla oOlglide azalma gozlenmistir. 150 mM NaCl+siikroz
uygulanan orneklerde ise kok kuru agirligr (0,045 g), 75 mM NaCl+siikroz uygulanan
orneklere (kuru agirligr 0,048 g) gore bir azalis gostermistir. 75 ve 150 mM NaCl+siikroz
uygulamalari, sadece NaCl uygulanan orneklere gore koklerin yas agirligini 6nemli 6lgiide
arttrmigtir. Yine 150 mM NaCl ile kiyaslandiginda 150 mM NaCl+siikrozun da, kok kuru
agirhginda onemli derecede bir artis sagladigr goriilmiistiir (Grafik 3.4).

Kanolada tiim gruplar kiyaslandiginda, en yiiksek kok yas (0,123 g) ve kuru agirlig
(0,076 g) kontrol grubunda bulunmus iken, en disiik kok yas (0,049 g) ve kuru agirlhig
(0,035 g) ise 150 mM NaCl uygulanan bitki grubunda gézlenmistir (Grafik 3.4).
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Grafik 3.4. Kanola orneklerine ait kok yas ve kuru agirliklar

(* kontrolle uygulama gruplar1 arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; ***, eee p<0,001; ****_ esee n<(,0001)
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Aycigegi bitkisinde govde yas ve kuru agirliklart incelendiginde, tiim deney
gruplarinin gévde yas ve kuru agirliklarinda kontrole (sirasiyla 18,15 g; 2,860 g) gore onemli
bir azalma s6z konusudur. 75 mM NaCl uygulanan bitki grubunun goévde yas (8,802 g) ve
kuru agirhiginin (1,606 g) 150 mM NaCl uygulanan gruba (gévde yas agirligi 10,31 g; govde
kuru agirhigr 1,972 g) gore daha diisik oldugu belirlenmistir. NaCl+siikroz uygulanan
gruplarda, konsantrasyon artisiyla birlikte gévde yas agirliginda (sirasiyla 11,93 g; 10,77 g)
azalma gozlenmis; gévde kuru agirliginda 6nemli bir degisiklige (sirasiyla 2,203 g; 2,226 g)
rastlanmamistir. NaCl ve NaCl+siikroz gruplar karsilastirildiginda, 75 mM NaCl+siikroz
uygulanan Orneklerin hem govde yas agirhiginda hem de gévde kuru agirhiginda sadece

75 mM NaCl uygulanan 6rneklere gore dnemli bir artis oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.5).

Ayciceginde tiim gruplar karsilastirildiginda, en yiiksek gévde yas (18,15 g) ve kuru
agirligina (2,860 g) kontrol grubunda rastlanirken, en diisiik govde yas (8,802 g) ve kuru
agirligina (1,606 g) 75 mM NaCl’ye maruz birakilan bitki grubunda rastlanmustir (Grafik 3.5).
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Grafik 3.5. Ayg¢igegi 6rneklerine ait govde yas ve kuru agirliklar

Govde Agirhk (g)

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, . p<0,05; **’ oo p<()’()1; ***, eoe p<0,001; ****, cooe p<0’0001)
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Kanola bitkisinde tiim deney gruplarina ait govde yas ve kuru agirligina bakildiginda
kontrole (sirasiyla 7,911 g; 1,071 g) gore bir azalma goriilmistiir. 75 ve 150 mM NacCl
uygulanan bitki gruplari arasinda govde yas (sirasiyla 3,07 g; 3,007 g) ve kuru agirhig
(strastyla 0,703 g; 0,786 g) acisindan ¢ok onemli bir degisiklige rastlanmamistir. Benzer
sekilde, 75 ve 150 mM NaCl+siikroz uygulanan deney gruplari arasinda da govde yas
(swrastyla 4,004 g; 4,163 g) ve kuru agirliklarinda (sirasiyla 0,899 g; 0,925 g) ¢cok 6nemli bir
degisiklik tespit edilmemistir. 75 ve 150 mM NaCl+siikroz uygulanan deney gruplariyla
sadece 75 ve 150 mM NaCl uygulanan gruplar karsilastirildiginda, siikrozun varliginin gévde
yas agirhiginda onemli bir artisa sebep oldugu, 6zellikle 75 mM NaCl+siikroz uygulanan

orneklerin govde kuru agirliginda da 6nemli bir artig sagladigi gézlenmistir (Grafik 3.6).

Kanolada tiim gruplar karsilastirildiginda, en yiiksek govde yas (7,911 g) ve kuru
agirligina (1,071 g) kontrol grubunda rastlanmistir. En diisiik gévde yas agirhigr (3,007 Q)
150 mM NaCl grubunda bulunurken, en diisiik gévde kuru agirligi (0,703 g) 75 mM NaCl
grubunda tespit edilmistir (Grafik 3.6).
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Grafik 3.6. Kanola 6rneklerine ait govde yas ve kuru agirliklar

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplar1 arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; ***, eee p<0,001; ****_ esee n<(,0001)
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Aygigegi orneklerine ait govde ve kok biyokiitleleri karsilastirildiginda, tiim deney
gruplarinin gévde ve kok biyokiitlelerinin kontrole (sirasiyla 922371 g/ha; 140141 g/ha) gore
azaldig1 belirlenmistir. 75 mM NaCl uygulanan 6rneklerin govde biyokiitlesi (409688 g/ha)
150 mM NaCl uygulanan orneklere (503099 g/ha) goére daha diistik iken, kok biyokiitlesinin
(75 mM NaCl’de 89222 g/ha) 150 mM NaCl uygulanan 6rneklere (77226 g/ha) gore daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. 75 ve 150 mM NaCl+siikroz uygulanan gruplar arasinda, gévde
(sirastyla 561932 g/ha, 567895 g/ha) ve kok biyokiitleleri (sirasiyla 83036 g/ha, 84311 g/ha)
acisindan ise onemli bir farka rastlanmamustir. 75 ve 150 mM NaCl+siikroz uygulamalarinin,
govde biyokiitlesini sadece NaCl uygulanan orneklere gore onemli derecede artirdigi tespit

edilmistir (Grafik 3.7).

Aygigeginde tiim gruplar kiyaslandiginda, en yiiksek govde (922371 g/ha) ve kok
biyokiitlesinin (140141 g/ha) kontrolde oldugu gorilmiistiir. En diisiik gévde biyokiitlesine
(409688 g/ha) 75 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en diisik kok
biyokiitlesine (77226 g/ha) 150 mM NaCl uygulanan grupta rastlanmistir (Grafik 3.7).
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Grafik 3.7. Aycicegi orneklerine ait govde ve kok biyokiitleleri

(* kontrolle uygulama gruplar arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplar1 arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<(0,001; **** eeee n<(),0001)
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Kanola orneklerinin gévde ve kok biyokiitleleri karsilastirildiginda, aygigeginde
oldugu gibi kontrol grubunun goévde (345323 g/ha) ve kok biyokiitlesinin (25000 g/ha) diger
tim gruplardan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. 150 mM NaCl grubunun goévde
biyokiitlesi (200510 g/ha) 75 mM NaCl grubunun gévde biyokiitlesine (179337 g/ha) gore
daha yiiksek iken, kok biyokiitlesinin (150 mM NaCl’de 8865 g/ha) 75 mM NaCl grubuna
(12819 g/ha) gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. 75 ve 150 mM NaCl+siikroz uygulanan
gruplar arasinda ise, govde (sirasiyla 229337 g/ha, 226403 g/ha) ve kok biyokiitleleri
(strastyla 12309 g/ha, 11480 g/ha) agisindan 6nemli bir fark saptanmamustir. 75 ve 150 mM
NaCl+siikroz uygulamalarinin, sadece 75 ve 150 mM NaCl uygulanan gruplara gére gévde

biyokiitlesinde 6nemli bir artig sagladig1 tespit edilmistir (Grafik 3.8).

Kanolada tiim gruplar kiyaslandiginda, en yiiksek govde (345323 g/ha) ve kok
biyokiitlesinin (25000 g/ha) kontrolde oldugu gozlenmistir. En diisiik gévde biyokiitlesine
(179337 g/ha) 75 mM NaCl grubunda rastlanirken, en diisitk kok biyokiitlesine (8865 g/ha)
150 mM NaCl grubunda rastlanmistir (Grafik 3.8).
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Grafik 3.8. Kanola 6rneklerine ait govde ve kok biyokiitleleri

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplar1 arasinda)

(*, * p<0,05; **, o p<0,01; ***, eee p<0,001; ****_ esee n<(,0001)
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Ayciceginde bitkisinde deney gruplarinin tuz tolerans indeksleri (TI) incelendiginde,
kontrole (%100) kiyasla diger tiim gruplarin tolerans indeksinin diisiik oldugu gézlenmistir.
150 mM NaCl uygulanan bitki 6rneklerinin tolerans indeksinin (%70,61) 75 mM NaCl
uygulanan 6rneklere (%68,50) gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Tuz+siikroz uygulanan
gruplarda ise, 150 mM NaCl+siikroz uygulanan grubun tolerans indeksinin (%78,52) 75 mM
NaCl+siikroz uygulanan gruba (%73,88) gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. 75 ve
150 mM tuz konsantrasyonlarinda uygulanan siikrozun, tuz stresi altinda bitki tolerans
indeksinde onemli derecede artis sagladigi goriilmiistiir. Ay¢iceginde biitiin deney gruplari
karsilastirildiginda, en yiiksek tolerans indeksine (%100) kontrol grubunda rastlanirken, en
diisiik tolerans indeksine (%68,50) 75 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanmistir
(Grafik 3.9).
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Grafik 3.9. Aycicegi orneklerine ait tolerans indeksleri

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplar1 arasinda)

(%, * p<0,05; **, o+ p<0,01; *¥%, esw p<0,001; ¥*¥%, seee p<0,0001)

Kanola bitkisinde deney gruplarmin tuz tolerans indeksleri (TI) karsilastirildiginda,
kontrole kiyasla (%100) diger tiim gruplarin tolerans indeksinde bir azalma s6z konusudur. 75

ve 150 mM NaCl uygulanan o6rneklerde, konsantrasyon artigina bagl olarak tuz tolerans
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indeksinin (sirasiyla %66,85; %68,41) arttig1 gozlenmistir. NaCl+siikroz uygulanan gruplarda
ise, artan tuz konsantrasyonuyla birlikte tuz tolerans indeksinde (75 mM NaCl+siikroz igin
%71,52; 150 mM NaCl+siikroz i¢in %70,15) azalmanin oldugu goriilmektedir. NaCl ve
NaCl+stikroz gruplan karsilastirildiginda, siikroz takviyesinin tuz tolerans indeksini 6nemli
derecede artirdig1 saptanmistir. Kanolada biitiin deney gruplari karsilastirildiginda, en yiiksek
tolerans indeksine (%100) kontrol grubunda rastlanirken, en diisiik tolerans indeksine
(%66,85) 75 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.10).
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Grafik 3.10. Kanola 6rneklerine ait tolerans indeksleri

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e¢ p<0,01; *¥**, eee p<0,001; ****, eeee p<(,0001)

3.1.2. Klorofil Miktarlarimin Belirlenmesi

Aycicegi Orneklerine ait klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlari
incelendiginde, her iki tuz uygulamasinda da artan konsantrasyonla birlikte kontrole (sirasiyla
3,447 mg/ml; 2,222 mg/ml; 5,606 mg/ml) gore klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil
miktarlarinda 6nemli derecede bir azalma tespit edilmistir. 150 mM NaCl konsantrasyonunda

klorofil a (1,480 mg/ml), klorofil b (1,443 mg/ml) ve toplam klorofil (2,922 mg/ml)
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miktarlarmin 75 mM NaCl konsantrasyonuna (sirasiyla 1,777 mg/ml; 1,735 mg/ml;
3,495 mg/ml) gore daha fazla azaldigi belirlenmistir. NaCl+siikroz uygulanan gruplarda ise
hem kontrole kiyasla hem de sadece NaCl uygulanan gruplara kiyasla klorofil a, b ve toplam
klorofil miktarlarinin (75 mM NaCl+siikroz grubunda sirastyla 5,254 mg/ml; 2,716 mg/ml;
7,925 mg/ml; 150 mM NaCl+siikroz grubunda sirasiyla 4,498 mg/ml; 2,585 mg/ml; 7,061
mg/ml) 6nemli derecede arttigi gézlenmistir. 75 ve 150 mM NaCl+siikroz uygulamalarinin,
sadece tuz uygulanan 6rneklere gore klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlarinda

oldukc¢a 6nemli bir artis sagladig1 goriilmiistir (Grafik 3.11).

Aygcigeginde tiim bitki gruplart karsilastirildiginda, en yiiksek klorofil a
(5,254 mg/ml), klorofil b (2,716 mg/ml) ve toplam klorofil (7,925 mg/ml) miktarina
75 mM NaCl+siikroz grubunda ulasilmistir. En disiik klorofil a (1,480 mg/ml), klorofil b
(1,443 mg/ml) ve toplam klorofil (2,922 mg/ml) miktarna da 150 mM NaCl grubunda
rastlanmistir (Grafik 3.11).
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Grafik 3.11. Aycicegi orneklerine ait klorofil miktarlar

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplar1 arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; ***, eee p<0,001; ****_ esee n<(,0001)
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Kanola 6rneklerinin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlar1 incelendiginde,
her iki NaCl uygulamasinda da klorofil a, b ve toplam klorofil miktarlarinin kontrole
(swrastyla 5,917 mg/ml; 5,612 mg/ml; 11,564 mg/ml) gore onemli derecede azaldigi tespit
edilmistir. 150 mM NaCl uygulanan orneklerin klorofil a (2,909 mg/ml), klorofil b
(3,451 mg/ml) ve toplam klorofil (6,358 mg/ml) miktarlarinin 75 mM NaCl uygulanan
orneklere (sirasiyla 3,125 mg/ml; 4,680 mg/ml; 7,803 mg/ml) gore daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Tuzla birlikte siikroz uygulanan deney gruplarinin her ikisinde de kontrole gore
klorofil a, b ve toplam Klorofil miktarlarinda bir azalma oldugu goézlenmistir. 75 mM
NaCl+siikroz grubunun Kklorofil a (3,387 mg/ml) ve toplam Klorofil (7,979 mg/ml)
miktarlarinin 150 mM NaCl+siikroz grubuna (sirasiyla 4,652 mg/ml; 8,923 mg/ml) gore daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. 75 ve 150 mM NaCl+siikroz uygulanan gruplarin klorofil b
miktarlar1 (sirasiyla 4,595 mg/ml; 4,274 mg/ml) arasinda ise ¢ok fazla bir degisime
rastlanmamistir. Ozellikle 150 mM NaCl+siikroz uygulamasinin, sadece 150 NaCl uygulanan
orneklere gore klorofil a, b ve toplam klorofil miktarlarinda 6nemli derecede artis sagladigi

belirlenmistir (Grafik 3.12).

Kanolada tiim bitki gruplart karsilastirildiginda, en yiiksek klorofil a (5,917 mg/ml),
klorofil b (5,612 mg/ml) ve toplam klorofil (11,564 mg/ml) miktarina kontrol grubunda
ulagilmistir. En disiik klorofil a (2,909 mg/ml), klorofil b (3,451 mg/ml) ve toplam klorofil
(6,358 mg/ml) miktarina da 150 mM NaCl grubunda rastlanmistir (Grafik 3.12).
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Grafik 3.12. Kanola orneklerine ait klorofil miktarlari

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<(,001; **** eeee n<(0,0001)

3.1.3. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Ayciceginde her iki NaCl konsantrasyonunda da kontrole (0,201 nmol ml?Y) kiyasla
MDA igeriginde (sirastyla 0,292 nmol ml™'; 0,418 nmol ml™") énemli dlgiide bir artis oldugu
gozlenmistir. Ayn1 sekilde NaCl+siikroz uygulanan gruplarin MDA igeriginde de (sirasiyla
0,274 nmol ml™'; 0,347 nmol ml™!) kontrole kiyasla bir artis oldugu belirlenmistir. Hem tuz
hem de tuz+silikroz uygulamasinda konsantrasyon artisina bagli olarak MDA igeriginin de
diizenli bir artig gosterdigi tespit edilmistir. Sadece tuz uygulamasi ile tuz+siikroz uygulamasi
karsilastirildiginda ise, 150 mM NaCl+siikroz uygulanan 6rneklerin MDA miktarinda sadece
150 mM NaCl uygulanan orneklere gore onemli olgiide bir azalma oldugu goriilmiistiir

(Grafik 3.13).

Ayciceginde tiim bitki gruplan karsilastirildiginda, en yliksek MDA igerigine
(0,418 nmol ml) 150 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en diisik MDA
icerigine (0,201 nmol m1?) kontrol grubunda rastlanmistir (Grafik 3.13).

58



o
a1
|

©
~
|

o
w
|

o
()
|

MDA (nmol ml'l)

©
-
|

o
o

Grafik 3.13. Aygigegi drneklerine ait MDA igerikleri
(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<(,001; **** eeee p<(0,0001)

Kanola bitkisinde de her iki tuz konsantrasyonunda kontrole (0,190 nmol ml?) gore
MDA igeriginde 6nemli bir artis gozlenmis, artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak
150 mM NaCl grubunda (0,339 nmol mIt) 75 mM NaCl grubuna (0,304 nmol ml?t) kiyasla
daha fazla artis saptanmistir. NaCl+siikroz uygulanan gruplarda da (sirastyla 0,261 nmol ml™;
0,250 nmol ml?), kontrole gére MDA igeriginde artis oldugu belirlenmistir. Sadece NaCl
uygulamasinin aksine NaCl+siikroz uygulamasinda artan konsantrasyonla birlikte MDA
miktarinin azaldigi tespit edilmistir. Tuz uygulanan deney gruplart ile NaCl+siikroz
uygulanan deney gruplart karsilastirildiginda ise, Ozellikle 150 mM NaCl+siikroz
uygulamasinda MDA miktarmin (0,250 nmol ml?) 150 mM NaCl uygulamasina goére
(0,339 nmol ml ) 6nemli derece azaldig: goriilmiistiir (Grafik 3.14).

Kanolada tiim bitki gruplarn karsilastirildiginda, en yliksek MDA igerigine
(0,339 nmol ml?) 150 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en diisiik MDA
icerigine (0,190 nmol m1™?) kontrol grubunda rastlanmistir (Grafik 3.14).
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Grafik 3.14. Kanola 6rneklerine ait MDA igerikleri

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, ¢ tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, oo p<0,01; *** eee p<(0,001; **** eeee n<(),0001)

3.1.4. Prolin I¢eriginin Belirlenmesi

Ayciceginde her iki tuz konsantrasyonunda da kontrole (10,38 pumol gFW') kiyasla
prolin iceriginde oldukg¢a ciddi bir artis gozlenmis, artan NaCl konsantrasyonuna bagl olarak
150 mM NaCl grubunda (51,76 umol gFW™') 75 mM NaCl grubuna (35,60 pmol gFW™!) gore
daha fazla artis oldugu saptanmistir. NaCl+siikroz uygulanan gruplarda ise, sadece NaCl
uygulanan gruplarda oldugu kadar olmasa da kontrole gore prolin igeriginin arttig
belirlenmistir. 150 mM NaCl+siikroz Orneklerinin prolin icerigi (18,00 pmol gFW™)
75 mM NaCl+siikroz &rneklerine (12,64 pmol gFW) gore onemli derecede bir artis
gostermistir. 75 ve 150 mM tuz konsantrasyonlarinda uygulanan siikrozun, sadece tuz
uygulanan gruplara kiyasla prolin iceriginde oldukg¢a keskin bir diisiise neden oldugu tespit
edilmistir (Grafik 3.15).
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Aycigeginde tim deney gruplart karsilastirildiginda, en yiiksek prolin igerigine
(51,76 pmol gFW™) 150 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en diisiik prolin
igerigine (10,38 pmol gFW) kontrol grubunda rastlanmustir (Grafik 3.15).
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Grafik 3.15. Aycicegi 6rneklerine ait prolin igerikleri

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*’ . p<0,05; **’ .o p<0,()1; ***’ oee p<0’001; ****, cose p<0’0001)

Kanolada her iki tuz konsantrasyonunda kontrole (44,28 pmol gFW™) kiyasla prolin
iceriginde anlamli bir artis gézlense de bu iki konsantrasyonun prolin igerikleri (75 mM NaCl
konsantrasyonunda 54,02 umol gFW™'; 150 mM NaCl konsantrasyonunda 54,19 pmol gFW™)
arasinda onemli derecede bir fark tespit edilmemistir. NaCl+siikroz uygulanan gruplarda ise,
ozellikle 150 mM NaCl+siikroz uygulamasimnin prolin igeriginde (51,24 pmol gFW?) kontrole
gore onemli bir artig oldugu saptanmistir. Sadece tuz uygulamasi ile tuz+siikroz uygulamasi
karsilastirildiginda, her iki tuz konsantrasyonunda da uygulanan siikrozun, prolin miktarinda
azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Ozellikle 75 mM+siikroz uygulamasinin prolin igerigi
(47,18 umol gFW?) 75 mM NaCl uygulamasia gore (54,02 pmol gFW™) 6nemli derece bir
azalma gostermistir (Grafik 3.16).
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Kanolada tiim deney gruplart karsilastirildiginda, en yiiksek prolin igerigine
(54,19 pmol gFW™) 150 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en diisiik prolin
igerigine (44,28 umol gFW) kontrol grubunda rastlanmustir (Grafik 3.16).
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Grafik 3.16. Kanola 6rneklerine ait prolin igerikleri

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*’ . p<0,05; **’ .o p<0,()1; ***’ oee p<0’001; ****, cose p<0’0001)

3.1.5. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.1.5.1. Toplam Protein Iiceriginin Belirlenmesi

Aycigegi Orneklerinin toplam protein miktarlart incelendiginde, her iki tuz
konsantrasyonunda da kontrole (2178 pg/ml) kiyasla toplam protein miktarinda 6nemli
derecede bir artis oldugu ve bu artisin 150 mM NaCl konsantrasyonu uygulanan drneklerde
(3459 pg/ml) 75 mM NaCl konsantrasyonu uygulanan 6rneklere (3333 ug/ml) gore daha fazla
oldugu belirlenmistir. Tuz ile birlikte siikroz uygulanan gruplarda ise, kontrole kiyasla toplam
protein miktarinin azaldigr ve bu azalmanin 150 mM NaCl+siikroz grubunda (1057 pg/ml)
75 mM NaCl+siikroz grubuna (1615 pg/ml) gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Sadece
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tuz uygulanan gruplarla kiyaslandiginda, 75 mM ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda
uygulanan siikrozun toplam protein miktarinda olduk¢a 6dnemli bir azalisa neden oldugu ve bu

azalisin 150 mM NaCl+siikroz grubunda daha fazla oldugu gézlenmistir (Grafik 3.17).

Aycigeginde tiim bitki gruplar karsilastirildiginda, en yiiksek toplam protein miktarina
(3459 pg/ml) 150 mM NaCl grubunda rastlanirken, en diisiik toplam protein miktarina
(1057 pg/ml) 150 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanmistir (Grafik 3.17).
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Grafik 3.17. Aycigegi 6rneklerinin toplam protein miktari

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, oo p<0,01; *** eee p<(0,001; **** eeee n<(),0001)

Kanola oOrneklerinin toplam protein miktarlari incelendiginde, her iki tuz
konsantrasyonunda da kontrole (1754 pg/ml) kiyasla oldukga 6nemli bir artis gézlenmis, artan
NaCl konsantrasyonuna paralel olarak 150 mM NaCl grubunda (4800 pg/ml) 75 mM NaCl
grubuna (3461 pg/ml) gore daha fazla artis oldugu saptanmistir. Tuz ve siikrozun birlikte
uygulandigi gruplarda ise, toplam protein miktarinin 150 mM NaCl+siikroz 6rneklerinde

(2161 pg/ml) kontrole gore arttigi, 75 mM NaCl+siikroz 6rneklerinde (1632 pg/ml) ise
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kontrole gore azaldigi belirlenmistir. Sadece tuz uygulanan gruplarla kiyaslandiginda, 75 mM
ve 150 mM tuz konsantrasyonlarinda uygulanan siikrozun toplam protein miktarinda dikkat
cekici bir azalmaya neden oldugu ve bu azalmanin 150 mM NaCl+siikroz 6rneklerinde daha

fazla oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.18).

Kanolada tiim bitki gruplan karsilastirildiginda, en yiliksek toplam protein miktarina
(4800 pg/ml) 150 mM NaCl grubunda rastlanirken, en diisiik toplam protein miktarina
(1632 pg/ml) 75 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanmistir (Grafik 3.18).
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Grafik 3.18. Kanola 6rneklerinin toplam protein miktari

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplar1 arasinda)

(*, * p<0,05; **, o p<0,01; ***, eee p<0,001; ****_ esee n<(,0001)

3.1.5.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Ayciceginde 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda kontrolle (%129,3)
kiyaslandiginda SOD aktivitesinin Onemli derecede arttigi belirlenmis; artan tuz

konsantrasyonuna paralel olarak 150 mM NaCl konsantrasyonunda yetistirilen bitkilerin SOD
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aktivitesinde (%229,2) 75 mM NaCl konsantrasyonundaki 6rneklere (%192,9) gére daha fazla
artis kaydedilmistir. NaCl+siikroz uygulanan bitki gruplarinin SOD aktivitesinin de kontrole
kiyasla arttig1, ancak bu iki grubun SOD degerleri (75 mM NaCl+Siikroz grubunda %152,5;
150 mM NaCl+Siikroz grubunda %152,3) arasinda énemli bir fark olmadig: tespit edilmistir.
Yalnizca tuz uygulanan bitki gruplar ile tuz+siikroz uygulanan gruplar karsilastirildiginda,
75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarindaki siikroz uygulamasinin sadece NaCl uygulanan
orneklere gore SOD aktivitesinde onemli bir azalmaya neden oldugu gozlenmistir
(Grafik 3.19).

Aycigegine ait tiim bitki deney gruplart karsilastirildiginda, en yiliksek SOD
aktivitesine (%229,2) 150 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en diisiik SOD
aktivitesine (%129,3) kontrol grubunda rastlanmistir (Grafik 3.19).
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Grafik 3.19. Aycigegi yaprak drneklerine ait SOD aktivitesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplar1 arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<0,001; *¥*** eeee n<(),0001)
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Kanolada her iki tuz konsantasyonunda kontrole (%77,85) kiyasla SOD aktivitesinin
arttig1 ve artan tuz konsantrasyonuyla birlikte 150 mM NaCl grubunun SOD aktivitesinde
(%137,7) 75 mM NaCl grubuna (%97,46) gore daha onemli bir artis oldugu gdzlenmistir.
NaCl+siikroz uygulanan bitki Orneklerinin SOD aktivitesinin de, kontrole gore arttigi
goriilmiis ve 75 mM NaCl+siikroz grubunun SOD aktivitesinde (%113,04) 150 mM
NaCl+siikroz grubuna (%97,60) kiyasla daha fazla artis oldugu belirlenmistir. Sadece tuz
uygulanan deney gruplari ile karsilastirildiginda, 75 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan
siikrozun SOD aktivitesini artirdigi, 150 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan siikrozun

ise SOD aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir (Grafik 3.20).

Kanolaya ait tiim bitki deney gruplari karsilastirildiginda, en yiikksek SOD aktivitesine
(%137,7) 150 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanirken, en diisik SOD aktivitesine
(%77,85) kontrol grubunda rastlanmistir (Grafik 3.20).
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Grafik 3.20. Kanola yaprak 6rneklerine ait SOD aktivitesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplar1 arasinda)

(*, * p<0,05; **, o p<0,01; ***, eee p<0,001; ****_ esee n<(,0001)
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3.1.5.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Aycigegine ait bitki Orneklerinin CAT aktiviteleri incelendiginde, her iki tuz
konsantrasyonunda kontrole (0,0075 U/mg) gore CAT aktivitesinin énemli derecede azaldigi
goriilmiis, 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinin CAT degerleri (sirastyla 0,0039 U/mg ve
0,0037 U/mg) arasinda ise onemli derecede bir fark tespit edilmemistir. NaCl+siikroz
gruplarina bakildiginda ise, 75 mM NaCl+siikroz grubunun CAT aktivitesinin (0,0056 U/mg)
kontrole gore azaldigi, fakat 150 mM NaCl+siikroz grubunun CAT aktivitesinin
(0,0124 U/mg) kontrole gore fazlaca arttig1 belirlenmistir. NaCl+siikroz uygulamalarinin her
ikisinde de, sadece NaCl uygulanan deney gruplarina gore CAT aktivitesinin onemli derecede

arttigi tespit edilmistir (Grafik 3.21).

Ayciceginde tim deney gruplart karsilastirildiginda, en yiiksek CAT aktivitesine
(0,0124 U/mg) 150 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanirken, en diisik CAT aktivitesine
(0,0037 U/mg) 150 mM NaCl grubunda rastlanmistir (Grafik 3.21).
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Grafik 3.21. Aycicegi yaprak orneklerine ait CAT aktivitesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; ***, eee p<0,001; ****_ esee n<(,0001)
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Kanola bitkisine ait orneklerin CAT aktiviteleri incelendiginde, her iki tuz
konsantrasyonunda da kontrole (0,0013 U/mg) gore CAT aktivitesinin 6nemli derecede
azaldigr ve 75 mM NaCl konsantrasyonundaki CAT aktivitesinin (0,0005 U/mg) 150 mM
NaCl konsantrasyonundakinden (0,0007 U/mg) daha fazla azaldigi tespit edilmistir.
NaCl+siikroz uygulanan bitki gruplarinda ise, kontrole gore CAT aktivitesinin anlamli bir
sekilde arttigi ve 150 mM NaCl+siikroz grubunun CAT aktivitesinin (0,0028 U/mg)
75 mM NaCl+siikroz grubuna (0,0022 U/mg) kiyasla daha fazla arttigi belirlenmistir. Sadece
tuz uygulanan bitki gruplan ile tuztsiikroz uygulanan gruplar karsilastirildiginda, 75 ve
150 mM NaCl konsantrasyonlarinda uygulanan siikrozun CAT aktivitesinde oldukca dikkat
cekici bir etki olusturarak dnemli 6lgiide bir artis sagladig gézlenmistir (Grafik 3.22).

Kanolada tiim deney gruplari karsilastirildiginda, en yiiksek CAT aktivitesine
(0,0028 U/mg) 150 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanirken, en diisik CAT aktivitesine
(0,0005 U/mg) 75 mM NaCl grubunda rastlanmustir (Grafik 3.22).
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Grafik 3.22. Kanola yaprak 6rneklerine ait CAT aktivitesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, o p<0,01; ***, eee p<0,001; ****_ esee n<0,0001)
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3.1.5.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

Aycicegine ait bitki Orneklerinin APX aktiviteleri incelendiginde, 75 mM NaCl
konsantrasyonundaki orneklerin APX aktivitesinde (0,042 U/mg) kontrole (0,045 U/mg)
kiyasla 6nemli Ol¢lide bir azalma olmasa da, 150 mM NaCl konsantrasyonundaki 6rneklerin
APX aktivitesinin (0,037 U/mg) ise kontrole gore 6nemli derecede azaldigi belirlenmistir.
NaCl+siikroz uygulanan gruplara bakildiginda, 150 mM NaCl+siikroz grubunda APX
aktivitesinin (0,052 U/mg) kontrole gore arttigi, 75 mM NaCl+siikkroz grubunda APX
aktivitesinin (0,077 U/mg) ise kontrole gore dikkate deger bir artis gosterdigi tespit edilmistir.
NaCl ve NaCl+siikroz uygulanan deney gruplart karsilastirildiginda, her iki NaCl+siikroz
uygulamasinin APX aktivitesinde Onemli bir artisa neden oldugu, bu artisin 75 mM

NaCl+siikroz grubunda daha yiiksek oranda oldugu gézlenmistir (Grafik 3.23).

Ayciceginde tiim bitki Ornekleri karsilastirildiginda, en yiliksek APX aktivitesine
(0,077 U/mg) 75 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanirken, en diisik APX aktivitesine
(0,037 U/mg) 150 mM NaCl grubunda rastlanmistir (Grafik 3.23).
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Grafik 3.23. Aycigegi yaprak drneklerine ait APX aktivitesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, * tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(%, * P<0,05; **, v+ p<0,01; *¥%, esw p<0,001; ¥*¥%, +eee p<0,0001)
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Kanola 6rneklerinin APX aktiviteleri incelendiginde, 75 mM NaCl konsantrasyonunda
APX aktivitesinin (0,030 U/mg) kontrole (0,026 U/mg) kiyasla 6nemli 6lgiide artmadigi ve
150 mM NaCl konsantrasyonunda APX aktivitesinin (0,025 U/mg) de kontrole gore dikkate
deger bir sekilde azalmadig: tespit edilmistir. NaCl+siikroz uygulanan deney gruplarinda ise,
APX aktivitesinin kontrole gére 6nemli bir sekilde arttigi belirlenmistir. 75 mM NaCl+siikroz
uygulanan orneklerin APX aktivitesi (0,045 U/mg) 150 mM NaCl+siikroz uygulanan
orneklerin APX aktivisine (0,031 U/mg) kiyasla olduk¢a 6nemli bir oranda artig gostermistir.
Her iki NaCl+stikroz uygulamasinin, sadece NaCl uygulanan 6rneklerle kiyaslandiginda APX
aktivitesinde O6nemli bir artisga neden oldugu, bu artisin 75 mM NaCl+siikroz uygulanan

orneklerde daha fazla oranda gerceklestigi gdzlenmistir (Grafik 3.24).

Kanolada tiim bitki ornekleri karsilastirildiginda, en yiiksek APX aktivitesine
(0,045 U/mg) 75 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanirken, en diisiik APX aktivitesine
(0,025 U/mg) 150 mM NaCl grubunda rastlanmistir (Grafik 3.24).
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Grafik 3.24. Kanola yaprak 6rneklerine ait APX aktivitesi

(* kontrolle uygulama gruplar arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplar1 arasinda)

(*, * p<0,05; **, o p<0,01; ***, eee p<0,001; ****_ esee n<(,0001)

70



3.1.6. Antioksidanlara Ait Gen ifadelerinin Belirlenmesi
3.1.6.1. Total RNA Miktarimin Belirlenmesi

Aycicegi ve kanola bitkilerine uygulanan tuz ve tuzla birlikte ekzojen siikroz
muamelesinin antioksidanlara ait gen ifadeleri tizerindeki etkisi gergek zamanli PZR ile
incelenmistir. iki farkli tuz konsantrasyonunda ve bu konsantrasyonlara ilave olarak verilen
ekzojen siikroz takviyesi altinda yetistirilen bitkilerin ve kontrol grubunun yapraklarindan
RNA'lar izole edilmis ve agaroz jelde yliriitiilerek RNA kalitesi ve miktar1 tayin edilmistir
(Sekil 3.3).

Aycicegi Kanola
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Y] Kontrol 75mM 150 mM 75 mM 150 mM
T T T+S T+S
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Sekil 3.3. Aycicegi ve kanola yapraklarindan izole edilen RNA’larin agaroz jel goriintiileri

Nl

3.1.6.2. Yapraklarda P5CS mRNA Seviyesindeki Degisimin Belirlenmesi

Aygigegine ait bitki 6rneklerinin yapraklarindaki P5CS geninin mRNA seviyelerindeki
degisim incelendiginde, her iki NaCl grubunda da (75 mM NaCl konsantrasyonunda 16,02;
150 mM NaCl konsantrasyonunda 39,27) artan tuz konsantrasyonuyla birlikte kontrole
kiyasla P5CS gen ifadesinde olduk¢a Onemli bir artis oldugu gozlenmistir. NaCl+siikroz
uygulanan gruplarda ise, P5CS gen ifadesinin kontrole gore arttigi; 150 mM NaCl+siikroz
grubunda P5CS gen ifadesindeki artigin (14,09) 75 mM NaCl+siikroz grubuna (2,93) kiyasla
daha oOnemli seviyede gergeklestigi saptanmustir. Sadece tuz uygulanan gruplarla
kiyaslandiginda, 75 mM ve 150 mM NaCl+siikroz uygulamalarinin P5CS gen ifadesinde
onemli derecede bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Ayciceginde tiim bitki gruplari
karsilastirildiginda, en yiiksek P5CS gen ifadesine (39,27) 150 mM NaCl uygulanan bitki
grubunda rastlanmistir (Grafik 3.25).
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Grafik 3.25. Aycicegi yaprak oérneklerindeki P5CS mRNA seviyesi
(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, oo p<0,01; *** eee p<(0,001; **** eeee n<(),0001)

Kanola bitkisine ait 6rneklerin yapraklarindaki P5CS geninin mRNA seviyelerindeki
degisime bakildiginda, kontrole kiyasla artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak hem sadece
NaCl uygulanan (75 mM NacCl i¢in 3,24; 150 mM NaCl i¢in 13,93) hem de NaCl+siikroz
uygulanan orneklerin (75 mM NaCl+siikroz i¢in 17,27; 150 mM NaCl+siikroz igin 23,10)
P5CS gen ifadesinde 6nemli bir artis oldugu gézlenmistir. Sadece tuz uygulanan gruplarla
karsilastirildiginda, 75 mM ve 150 mM NaCl+siikroz uygulamalarinin, P5CS gen ifadesinde
olduk¢a Onemli bir artisga neden oldugu tespit edilmistir. Kanolada tiim bitki gruplar
karsilastirildiginda, en yiiksek P5CS gen ifadesine (23,10) 150 mM NaCl+siikroz grubunda
rastlanmistir (Grafik 3.26).
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Grafik 3.26. Kanola yaprak o6rneklerindeki P5CS mRNA seviyesi
(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<(0,001; **** eeee n<(,0001)

3.1.6.3. Yapraklarda SOD mRNA Seviyesindeki Degisimin Belirlenmesi

Aycigegine ait Dbitki Orneklerinin yapraklarindaki SOD-Mn geninin  mRNA
seviyelerindeki degisim incelendiginde, her iki tuz konsantrasyonunda da kontrole gore
SOD-Mn gen ifadesinde bir artis oldugu gozlenmis, fakat bu konsantrasyonlardaki gen
ifadeleri arasinda 6nemli sayilabilecek bir farkliliga rastlanmamistir. Bununla birlikte, 75 mM
NaCl uygulanan bitkilerin SOD-Mn gen ifadesinin (4,38) 150 mM NaCl uygulanan bitkilerin
SOD-Mn gen ifadesinden (4,07) biraz daha fazla oldugu tespit edilmistir. NaCl+siikroz
uygulanan deney gruplarinda da, kontrole gére SOD-Mn gen ifadesinin arttig1r goriilmiis ve
75 mM NaCl+siikroz uygulamasinda SOD-Mn gen ifadesinin (3,18) 150 mM NaCl+siikroz
uygulamasina ait SOD-Mn gen ifadesinden (2,67) daha fazla oldugu gézlenmistir. Sadece
NaCl uygulanan bitki gruplari ile NaCl+siikroz uygulanan deney gruplari kiyaslandiginda,
75 mM ve 150 mM NaCl+siikroz uygulamalariin SOD-Mn gen ifadesinde bir azalisa neden
oldugu saptanmistir. Aygigeginde tiim bitki 6rnekleri karsilagtirildiginda, en yiiksek SOD-Mn
gen ifadesine (4,38) 75 mM NaCl uygulanan bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.27).
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Grafik 3.27. Aycicegi yaprak 6rneklerinde SOD-Mn mRNA seviyesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, ¢ tuz ile siikroz gruplar1 arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<(,001; **** eeee p<(0,0001)

Kanola bitkisine ait Orneklerin yapraklarindaki SOD-Mn geninin - mRNA
seviyelerindeki degisime bakildiginda, kontrole kiyasla artan NaCl konsantrasyonuna bagli
olarak 75 mM ve 150 mM NaCl uygulamalarinda SOD-Mn gen ifadesinin (sirasiyla 5,87 kat;
14,84 kat) 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir. NaCl+siikroz uygulanan gruplarda ise, yine
kontrole gore SOD-Mn gen ifadesinde olduk¢a anlamli bir artis gozlendigi ve
150 mM NaCl+siikroz grubunda SOD-Mn gen ifadesinin (19,57) 75 mM NaCl+siikroz
grubuna (14,93) kiyasla daha fazla arttigi tespit edilmistir. Sadece tuz uygulanan bitki
gruplar ile tuztsiikkroz uygulanan deney gruplan kiyaslandiginda, 75 mM ve 150 mM
NaCl+siikroz uygulamalarinin SOD-Mn gen ifadesinde onemli bir artisa neden oldugu
gozlenmistir. Kanolada tiim bitki ornekleri karsilastirildiginda, en yiiksek SOD-Mn gen
ifadesine (19,57) 150 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanmistir (Grafik 3.28).
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Grafik 3.28. Kanola yaprak érneklerindeki SOD-Mn mRNA seviyesi
(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<(,001; **** eeee p<(0,0001)

3.1.6.4. Yapraklarda CAT mRNA Seviyesindeki Degisimin Belirlenmesi

Aygicegine ait bitki 6rneklerinin yapraklarinda CAT geninin mRNA seviyelerindeki
degisim incelendiginde, 75 mM NaCl uygulamasinda CAT gen ifadesinin (3,69) kontrole gore
artt1ig1, 150 mM NaCl’de CAT gen ifadesinin (0,75) ise kontrole gore azaldigi tespit edilmistir.
NaCl+siikroz uygulanan 6rneklerde, 75 mM NaCl+siikroz uygulamasinda CAT gen ifadesinin
(1,30) kontrole gore biraz arttigi, 150 mM NaCl+siikroz uygulamasinda ise CAT gen
ifadesinin (38,46) kontrole kiyasla dikkat ¢eken bir oranda arttigi belirlenmistir. Tuz ve
tuz+siikroz uygulamalart karsilastirildiginda, 75 mM NaCl+siikroz uygulamasinda CAT gen
ifadesinin 75 mM NaCl uygulamasina gore azaldigi, 150 mM NaCl+siikroz uygulamasinda
ise CAT gen ifadesinin 150 mM NaCl uygulamasina gore olduk¢a 6nemli bir dlglide arttigi
tespit edilmistir (Grafik 3.29).
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Aygigeginde tiim bitki O6rnekleri karsilastirildiginda, en yiiksek CAT gen ifadesine
(38,46) 150 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanirken, en diisik CAT gen ifadesine (0,75)
150 mM NaCl grubunda rastlanmistir (Grafik 3.29).
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Grafik 3.29. Aycicegi yaprak orneklerindeki CAT mRNA seviyesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<(,001; **** eeee n<(0,0001)

Kanola bitkisine ait yaprak drneklerinde CAT geninin mRNA seviyelerindeki degisime
bakildiginda, her iki tuz konsantrasyonunda kontrole gére CAT gen ifadesinin arttigi ve
75 mM NaCl konsantrasyonundaki CAT gen ifadesinin (14,90) 150 mM NaCl
konsantrasyonundaki CAT gen ifadesinden (3,65) daha fazla artis gosterdigi tespit edilmistir.
NaCl+siikroz deney gruplarinin CAT gen ifadesinin de kontrole gére dnemli derecede arttigi;
ve 150 mM NaCl+siikroz grubundaki artisin (42,68) 75 mM NaCl+siikroz grubuna (9,71)
kiyasla oldukca yiiksek bir oranda gerceklestigi gozlenmistir. Tuz uygulamalart ile
tuz+siikroz uygulamalart karsilagtirildiginda, 75 mM NaCl+siikroz uygulamasinda CAT gen
ifadesinin 75 mM NaCl uygulamasina gore 6nemli derecede azaldigi, 150 mM NaCl+siikroz
uygulamasinda ise CAT gen ifadesinin 150 mM NaCl uygulamasina gore dikkate deger bir
sekilde arttig1 kaydedilmistir (Grafik 3.30).
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Kanolada tiim bitki ornekleri karsilastirildiginda, en yiiksek CAT gen ifadesine
(42,68) 150 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanmistir (Grafik 3.30).
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Grafik 3.30. Kanola yaprak drneklerindeki CAT mRNA seviyesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*’ . p<0,05; **’ .o p<()’()1; ***’ oee p<0’001; ****, esee p<0’0001)

3.1.6.5. Yapraklarda APX mRNA Seviyesindeki Degisimin Belirlenmesi

Aygigegine ait yapraklarda APX geninin  mRNA seviyelerindeki degisim
incelendiginde, 75 mM NacCl konsantrasyonunda APX gen ifadesinin (1,17) kontrole gore az
bir miktar arttigi, 150 mM NaCl konsantrasyonunda APX gen ifadesinin (7,95) ise kontrole
kiyasla anlamli bir sekilde artig gosterdigi tespit edilmistir. NaCl+siikroz uygulanan deney
gruplarinda kontrole gére APX gen ifadesinin énemli derecede arttigi; 150 mM NaCl+siikroz
uygulanan 6rneklerde APX gen ifadesinin (25,82) 75 mM NaCl+siikroz uygulanan orneklere
(16,24) gore daha fazla artis gosterdigi belirlenmistir. Sadece tuz uygulanan gruplar ile
tuz+siikroz uygulanan 6rnekler kiyaslandiginda, 75 mM ve 150 mM NaCl+siikroz uygulanan
orneklerin APX gen ifadesinde 6nemli derecede bir artis oldugu goézlenmistir. Aygiceginde
tim deney gruplann karsilastirildiginda, en yiiksek APX gen ifadesine (25,82)
150 mM NaCl+siikroz grubunda rastlanmigtir (Grafik 3.31).
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Grafik 3.31. Aycicegi yaprak 6rneklerindeki 4PX mRNA seviyesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda,  tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, * p<0,05; **, e p<0,01; *** eee p<(,001; **** eeee p<(0,0001)

Kanola yaprak orneklerindeki APX geninin mRNA seviyelerine bakildiginda, her iki
tuz konsantrasyonunda da kontrole kiyasla APX gen ifadesinde 6nemli bir artis oldugu
gozlenmistir. 75 mM NaCl uygulanan 6rneklerin APX gen ifadesinde (23,03) 150 mM NacCl
uygulanan oOrneklerin APX gen ifadesine (7,25) gore olduk¢a oOnemli bir artis oldugu
saptanmigtir. NaCl+siikroz gruplarinda; 75 mM NaCl+siikroz uygulanan 6rneklerin APX gen
ifadesinde (5,04) kontrole gore dnemli bir artis oldugu belirlenmis, 150 mM NaCl+siikroz
uygulanan 6rneklerin APX gen ifadesindeki artisin ise (1,13) kontrolle kiyaslandiginda 6nemli
olmadig1 tespit edilmistir. Sadece tuz uygulanan gruplar ile tuz+siikroz uygulanan deney
gruplart kiyaslandiginda, 75 mM ve 150 mM NaCl+siikroz uygulamalarinda APX gen
ifadesinin  6nemli derecede azaldigi kaydedilmistir. Kanolada tiim deney gruplari
karsilastirildiginda, en yiiksek APX gen ifadesine (23,03) 75 mM NaCl uygulanan bitki
grubunda rastlanmigtir (Grafik 3.32).
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Grafik 3.32. Kanola yaprak 6rneklerindeki 4PX mRNA seviyesi

(* kontrolle uygulama gruplari arasinda, ¢ tuz ile tuz+siikroz gruplari arasinda)

(*, *+ p<0,05; **, o0 p<0,01; *¥**, e0e p<0,001; ****, esee p<(,0001)

3.2. Tartisma

Abiyotik stresler arasinda, tuzluluk stresi bitkilerin biiyiime, gelisim ve verimliligini
azaltarak diinya capinda sulanan arazilerin en az %?20’sini tehdit eden Onemli bir stres
faktoridiir (Tuteja, 2007: 420). Bitkiler, bu stresle miicadele edebilmek i¢in morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde ¢esitli mekanizmalar gelistirerek tuzluluga
adaptasyon saglarlar (Muchate vd., 2016: 374). Tuz stresi altinda bitkilere verilen gesitli
ekzojen uygulamalar, bitkilerde stresin olumsuz etkilerinin hafifletilmesi ve bitki toleransinin
artirllmasinda oldukca etkili rol oynamaktadir. Calismamizda ekzojen sekilde kullanilan
stikroz, ¢i¢ek indiiksiyonu, siirgiin dallanmasi, vaskiiler farklilasma ve tohum gelisimi gibi
bircok metabolik ve gelisimsel siirecin diizenlenmesi i¢in transkripsiyonel, translasyonel ve
post-translasyonel seviyelerde etkin rol oynayan onemli bir sinyal molekiiliidiir. Kuraklik ve
tuzluluk gibi streslere maruz kalan bitkilerde, ozmotik dengenin korunmasi ve protein ile
membran yapilarinin stabilizasyonuna yardimci olmasi amaciyla ¢esitli seviyelerde siikroz

birikimi saglanir (Lunn, 2016: 1).
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3.2.1. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin

Biiyiime Parametreleri Uzerine Etkileri

Tuz stresi, bitkilerin morfolojilerini ve biiyiimelerini etkileyerek yapraklarin sararmasi
ve klorozuna, tohum ¢imlenmesinin ve kok gelisiminin inhibisyonuna, biyokiitlenin diisiisiine
ve nihayetinde bitki biiyiime ve gelisiminin azalmasina neden olmaktadir. Cesitli ekzojen
takviyeler, bitkilerde tuzlulugun yol actig1 hasarlarin hafifletilmesini saglayarak bitki biiyiime
parametrelerinde ¢ogunlukla iyilestirici etki olusturmaktadir (Muchate vd., 2016: 372). O ile
240 mM NaCl arasinda degisen farkli tuz dozlarina maruz birakilan feslegen (Ocimum
basilicum) bitkisinde govde ve kok uzunluklarinin artan tuzluluk seviyesiyle ¢ogunlukla
azalis gosterdigi gozlenmistir (Camlica ve Yaldiz, 2017: 72). Sekiz farkli piring ¢esidinde
uygulanan 5, 10 ve 15 dS m™ tuz stresinin de artan tuzlulukla govde ve kdk uzunluklarinda
azalmaya yol actig1 goriilmistiir (Ologundudu vd., 2014: 240). Farkli tuz konsantrasyonlari
(0, 25, 50, 100 ve 200 mM NaCl) uygulanan salatalik (Cucumis sativus) ve domates (Solanum
lycopersicum) bitkilerinin govde ve kok uzunluklarinin da artan tuz seviyesiyle diistiigii tespit
edilmistir (Abdel-Farid vd., 2020: 5). Literatiirdeki ¢ogu arastirmanin belirttigi gibi
calismamizda da iki farkli konsantrasyonda NaCl uygulanan ay¢icegi ve kanola bitkilerinin
morfolojisinde hafif toksisite semptomlar1 goriildiigii ve gévde uzunluklarinin kontrole gore
azaldig1 gozlenmistir. 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarina maruz birakilan aycicegi
fidelerinin kontrole gore govde uzunluklarinin azaldigir (p<0,0001) ve bu azalisin nispeten
diistik tuz konsantrasyonundaki drneklerde yiiksek tuz konsantrasyonundaki 6rneklerden daha
fazla oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.1). Kanola fidelerinde de 75 ve 150 mM NaCl
konsantrasyonlarinda gévde uzunluklariin kontrole gore azaldigi (p<0,0001), fakat iki tuz
konsantrasyonundaki degerler arasinda ¢ok belirgin bir farka rastlanmadigr saptanmistir
(Grafik 3.2). iki farkli konsantrasyonlarda uygulanan tuz stresinin aycicegi ve kanola
bitkilerinde kok uzunlugunu da 6nemli derecede azalttigi belirlenmistir. Aygigceginde her iki
tuz grubunda da artan NaCl konsantrasyonuyla kontrole gore kok uzunlugu azalirken
(p<0,0001), kanolada 75 mM NaCl uygulanan 6rneklerin kok uzunlugunun 150 mM NaCl
uygulananlara gore daha fazla azaldig (p<0,0001) tespit edilmistir (Grafik 3.1 ve 3.2). Tuz
stresi altinda bitkilerin govde ve kok uzunluklarinda yasanan bu azalmalar, tuzluluktan
olumsuz etkilenen hiicre boliinmesi ve hiicre uzamasina bagli olabilmektedir. Tuzluluk
kosullarinda, transpirasyon akisiyla yapraklara ulasan tuz iyonlari, bitkilerde biiylimenin
sinirlanmasiyla sonuglanan yaprak alaninin azalmasina, nekroza ve yapraklarin sarararak

dokiilmesine yol agabilir (Abdel-Farid vd., 2020: 12).
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75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda ekzojen silikroz uygulanan aygicegi
orneklerinin govde (p<0,0001) ve kok uzunluklarin (sirastyla p<0,0001; p<0,001) kontrole
gore onemli derecede azaldigi ve 75 mM NaCl+siikroz grubuna ait kok uzunlugunun 150 mM
NaCl+stlikroz grubuna kiyasla daha anlamli sekilde azaldigi goézlemlenmistir (Grafik 3.1).
Kanolada da ekzojen siikroz uygulanan gruplarin gévde (p<0,0001) ve kok (p<0,0001)
uzunluklarinin kontrole gore azaldigi belirlenmis, fakat siikroz uygulanan gruplar arasinda
govde ve kok degerleri acisindan istatistiksel dnemli bir farka rastlanmamistir (Grafik 3.2). Iki
farklh tuz konsantrasyonunda ayg¢icegine verilen %3’liikk ekzojen siikroz takviyesinin, kontrol
kadar olmasa da ayg¢icegi fidelerinin govde uzunlugunda artis sagladigi goriilmiis ve 6zellikle
75 mM NaCl’de uygulanan siikrozun tuzluluk kosullarinda gdévde uzunlugunda Onemli
derecede bir artis (p<0,001) sagladigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, 75 mM NaCl’de
uygulanan siikrozun tuz stresi altinda ayciceginde kok uzunlugunu azaltirken, 150 mM
NaCl’de uygulanan siikrozun kék uzunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,01)
sagladig1 gozlenmistir (Grafik 3.1). Kanola fidelerine uygulanan ekzojen siikrozun ise tuz
stresi altinda govde uzunlugunda bir degisiklige neden olmadigi, ancak kok uzunlugunu
artirdig1 belirlenmistir. Yalnizca tuz uygulanan kanola 6rnekleriyle kiyaslandiginda, 6zellikle
75 mM NaCl’de uygulanan siikrozun kdk uzunlugunu anlamli bir sekilde (p<0,05) artirdigi
saptanmistir (Grafik 3.2). Literatiirdeki benzer ¢alismalara bakildiginda, 150 mM tuz stresi
altindaki bugday fidelerine ekzojen olarak uygulanan 2 mM jasmonik asidin, yalnizca tuz
uygulanan gruba goére bitki boyu ve kok uzunlugunu artirdign gézlenmistir (Qiu vd., 2014a:
207). 50 mM NaCl kosullarinda yetistirilen iki aci1 biber genotipine uygulanan cesitli
konsantrasyonlarda prolinin (0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ve 1.2 mM) fidelerin govde ve kok
uzunluklarmi artirdigi ve uygulanan prolin konsantrasyonlari arasinda 0.8 mM prolin
uygulamasinin, gévde ve kok uzunluklarinda en etkili artis1 sagladigi belirlenmistir (Butt vd.,
2016: 45). iki piring cesidinde yapilan bir calismada da, 200 mM NaCl stresinin fidelerin
govde ve kok uzunluklarini azalttigi, fakat polisakkaritlerden olan B-glukanin (2, 3, 4 ve 5 mg
L) ekzojen sekilde uygulanmasinin yalnizca tuzla muamele edilen &rneklere gore bitkilerin
kok ve govde uzunluklarmi anlaml bir sekilde artirdig: tespit edilmistir. 4 mg L' ekzojen
polisakkarit (B-glukan) uygulamasinin, tuz stresi altinda piring fidelerinin kok ve govde
uzunluklarinda en yiiksek artig1 sagladigi bildirilmistir (Alhasnawi vd., 2016: 355). Yine
100 mM NacCl kosullarinda iki piring ¢esidine verilen ekzojen kalsiyum takviyesinin (10 mM
CaCly) de, fidelerin gévde ve kok uzunluklarinda etkili bir sekilde artis saglayarak bitki
biliylime performansini iyilestirdigi rapor edilmistir (Roy vd., 2019: 616). Literatiirde yer alan

bu sonuglar calismamizi desteklemektedir.
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75 ve 150 mM NaCl uygulanan aycicegi ve kanola bitkilerinde artan tuz
konsantrasyonuyla birlikte kdklerin yas (p<0,0001) ve kuru agirliginda (aycigeginde sirasiyla
p<0,05 ve p<0,01 iken, kanolada p<0,0001) kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
azalma tespit edilmistir (Grafik 3.3 ve 3.4). ki farkli tuz konsantrasyonu uygulanan aygicegi
ve kanola bitkilerinde kontrole gore govde yas ve kuru agirliklarinda da 6nemli derecede
azalma gozlenmistir. 75 mM tuz uygulanan aygigegi fidelerinde govde yas (p<0,0001) ve
kuru agirhiginin (p<<0,0001) 150 mM tuz uygulanan o6rneklere (sirasiyla p<0,0001; p<0,001)
gore daha fazla azaldig goriilmiistiir (Grafik 3.5). 75 mM ve 150 mM NaCl uygulanan kanola
orneklerine ait govde yas agirliklar1 arasinda 6nemli bir degisiklige rastlanmazken, 75 mM tuz
orneklerine ait govde kuru agirliginin (p<0,001) 150 mM tuz orneklerine (p<0,01) kiyasla
daha fazla azaldig1 belirlenmistir (Grafik 3.6). Sonuglarimiza benzer sekilde, nane (Mentha
piperita L.) ile yapilan bir caligmada, 50 mM ve 100 mM NaCl konsantrasyonlarinin kontrole
kiyasla govde ve koklere ait yas ve kuru agirliklarda 6nemli bir azalisa neden oldugu tespit
edilmistir (Khorasaninejad vd., 2010: 1404). Brassica (Brassica napus ve Brassica juncea)
tiirlerinde yapilan bir baska ¢alismada, 100 mM ve 200 mM tuz stresinin kontrole gére govde
yas ve kuru agirhg ile kok yas ve kuru agirligimi artan tuz seviyesiyle kademeli olarak
azalttig1 ifade edilmistir (Shah vd., 2011: 336). Alt farkli piring (Oryza sativa L.) ¢esidinde
de, 5 dS m? ve 10 dS m? tuz stresinin tiim piring ¢esitlerinde fidelerin yas ve kuru

agirliklarini kontrole gére 6nemli 6lciide azalttigi gézlenmistir (Minh vd., 2016: 4).

Iki farkli tuz konsantrasyonunda ekzojen siikroz uygulanan aygigegi ve kanola
bitkilerinin kok yas agirliklarinin kontrole gore azaldigi (p<0,0001) ve bu azalmanin diisiik
tuz konsantrasyonunda uygulanan siikroz grubunda daha fazla oldugu belirlenmistir. Ekzojen
sikroz gruplarinin kok kuru agirliklarinin ise hem ayg¢icegi (p<0,01) hem de kanolada
(p<0,0001) kontrole gore dnemli derecelerde azaldigi kaydedilmistir (Grafik 3.3 ve 3.4).
Aygcigeginde ve kanolada ekzojen siikroz uygulanan gruplarin gévde yas (p<0,0001) ve kuru
(aygiceginde her iki siikroz grubu i¢in p<0,01 iken, kanolada 75 mM tuzda uygulanan siikroz
grubu icin p<0,05) agirliklarinin ise genel olarak kontrole gore 6nemli derecede azaldig
goriiliirken, govde yas ve kuru agirlik degerlerinin bu gruplar arasinda ¢ok fazla bir oranda

degismedigi tespit edilmistir (Grafik 3.5 ve 3.6).

75 mM ve 150 mM NaCl konsantrasyonunda aycicegi fidelerine uygulanan ekzojen
siikroz takviyesi tuz stresi altinda kok kuru agirliginda herhangi bir farklilik olusturmazken,
75 mM tuzda uygulanan siikkroz kok yas agirlhiginda anlamli bir azalmaya (p<0,0001) ve
150 mM NaCl’de uygulanan siikroz da kdk yas agirliginda 6nemli bir artisa (p<<0,001) neden
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olmustur (Grafik 3.3). 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda uygulanan ekzojen siikrozun
kanola fidelerinde ise tuz stresi altinda kok yas agirligin1 6nemli Sl¢lide artirdigr (sirastyla
p<0,05; p<0,0001) gézlemlenmistir. Ek olarak, 150 mM NaCl’de uygulanan siikrozun kanola
koklerinin kuru agirlhiginda da artis (p<0,01) sagladigr belirlenmistir (Grafik 3.4).
Nihayetinde, ekzojen siikroz uygulamasinin 6zellikle tuz stresi altindaki kanola bitkisinde kok

uzamasi ve kok agirligini olumlu etkileyerek kok gelisimini iyilestirdigi anlagilmistir.

Ayciceginde 75 mM NaCl’de uygulanan %3’liik siikrozun, yalnizca tuz uygulanan
gruplarla kiyaslandiginda gévde yas (p<0,0001) ve kuru agirhiginda (p<0,05) anlamli bir
artisa neden oldugu, 150 mM NaCl’de uygulanan siikrozun da 6nemli bir degisiklige yol
acmadig1 tespit edilmistir (Grafik 3.5). 75 mM ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda
uygulanan siikrozun kanola fidelerinde ise, govde yas agirliginda istatistiksel olarak anlamli
bir artisa (p<<0,0001) sebep oldugu gozlenmistir. Kanola bitkilerine ait govde kuru agirliginda
da 75 mM tuz konsantrasyonunda uygulanan siikkrozun anlamli bir artis sagladigi
belirlenmistir (p<0,05) (Grafik 3.6). Caligmamizda hem ayg¢i¢egi hem de kanola 6rneklerinde
ekzojen siikroz takviyesinin, tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltarak fidelerin govde

agirliklarini olumlu etkiledigi goriilmiistiir.

Literatiirde calismamizin sonuglar1 ile paralellik gosteren arastirmalar mevcuttur.
Ornegin ¢esitli tuz konsantrasyonlar1 (50, 100 ve 150 mM NaCl) altinda misir (Zea mays L.)
fidelerine uygulanan ekzojen salisilik asidin, tuzun yol agtig1 zararh etkileri hafifleterek govde
ve koklere ait yas ve kuru agirliklarda artiga sebep oldugu ifade edilmistir (Khodary, 2004: 6).
100 mM tuz stresi altinda domates fidelerine verilen salisilik asidin yaprak 6n uygulamasinin
da, koke ait yas ve kuru agirlik ile govdeye ait yas ve kuru agirligi arttirarak biliyiimeyi
iyilestirdigi rapor edilmistir (Souri ve Tohidloo, 2019: 3). Iki kanola (Brassica napus L.)
cesidiyle yapilan bir ¢alismada ise, 120 mM NaCl stresinin govde ve koklere ait yas ve kuru
agirliklan azalttigi ve degisen konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1 ve 5 mM) ekzojen olarak
uygulanan glisin betain ve prolin takviyesinin ise tuz stresi altinda iki kanola ¢esidinde de
biliyiime performansini iyilestirdigi tespit edilmistir. Tuzluluk kosullarinda ekzojen glisin
betain uygulamasinin her iki g¢esidin govde kuru agirhgini ve kok yas-kuru agirliklarini,
ekzojen prolin uygulamasinin da her iki ¢esidin gévde ve kok kuru agirliklarini 6nemli 6l¢iide
artirdigr  belirlenmis olup en iyi performansin, glisin betainin ve prolinin yiiksek
konsantrasyonlarinda (1 mM veya 5 mM) saglandig ifade edilmistir (Wahid ve Jamil, 2009:
1313). Bagka bir ¢alismada ise, 100 mM NaCl stresinin marul (Lactuca sativa L.) bitkilerinde
govde yas agirligi, govde kuru agirligi, kok yas agirhigr ve kok kuru agirhgr gibi
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parametrelerde onemli bir sekilde azalmaya yol actifi, fakat tuz stresi altinda 100 mg/L
ekzojen kitosan uygulamasinin ise bu parametreleri iyilestirerek artirdigi gézlenmistir (Zhang

vd., 2021: 6).

Genellikle, bitkilerdeki yiiksek biyokiitle {iretimi, fotosentetik hizla iligkili olup bu hiz
da, stoma iletkenligine ve yaprak fotosentetik pigmentlerinin miktarina baglidir. Tuzluluk gibi
stres faktorleri ise, yaprak klorofil igeriklerinin azalmasina neden olarak fotosentetik hizin
diismesine ve bdylece biyokiitle iiretiminin azalmasma yol agmaktadir (Kaya vd., 2013a:
238). Calismamizda iki farkli tuz konsantrasyonuna maruz birakilan aygigegi ve kanola
bitkilerinin her ikisinde de kontrole gore govde (p<0,0001) ve kok (aygigeginde p<0,0001;
kanolada 150 mM NaCl grubu i¢in p<0,05) biyokiitlelerinin azaldigi belirlenmistir. 75 mM
NaCl uygulanan ayg¢icegi ve kanola 6rneklerinin gévde biyokiitlesi 150 mM NaCl uygulanan
orneklere kiyasla azalirken, kok biyokiitlesinde 150 mM NaCl uygulanan 6rneklerin daha
fazla azaldigi tespit edilmistir (Grafik 3.7 ve 3.8). Kao ve arkadaslarimin ii¢ farkli soya
¢esidinde (Glycine soja, Glycine tomentella ve Glycine tabacina) yaptiklar: bir ¢calismada 17,
51 ve 85 mM NaCl stresinin bitkilerin gévde ve kok biyokiitlelerinde ¢ogunlukla dnemli
derecede azalmaya yol actig1 ifade edilmistir (Kao vd., 2006: 122). Yoncada (Medicago sativa
L.) yapilan bir calismada da, artan tuz stresi seviyesiyle (18,3 dS m™ ve 24,5 dS m™) bitkilerin
kok ve govde biyokiitlelerinin azaldigi bildirilmistir (Cornacchione ve Suarez, 2017: 144).
Bugday fidelerinde ise, 70 ve 100 mM NacCl stresinin gévde biyokiitlesini sirasiyla %26 ve
%33 oraninda azaltirken, kok biyokiitlesini de sirasiyla %35 ve %70 oraninda azalttigi

belirtilmistir (Sienkiewicz-Cholewa vd., 2018: 4).

Ekzojen siikroz uygulanan aygigegi ve kanola orneklerinin govde (p<0,0001) ve kok
(aygigegi i¢in p<0,0001 iken, kanola i¢in p<0,05) biyokiitleleri kontrole gére azalmis olup, bu
gruplar arasinda iki farkli konsantrasyondaki govde ve kok biyokiitleleri agisindan 6nemli bir

fark tespit edilmemistir (Grafik 3.7 ve 3.8).

Iki farkli tuz konsantrasyonunda uygulanan %3’liik ekzojen siikroz takviyesinin tuz
stresi altinda aygicegi ve kanola bitkilerinde gdvde biyokiitlesini anlamli bir sekilde artirirken
(aycigeginde her iki grup ic¢in p<0,0001 iken, kanolada 75 mM NaCl+Siikroz i¢in p<0,0001;
150 mM NaCl+Siikroz i¢in p<0,001), kok biyokiitlesinde ise Onemli bir degisiklik
olusturmadig1 gézlenmistir. Ozellikle 75 mM NaCl’de uygulanan siikrozun aygigegi ve kanola
bitkilerinin gévde biyokiitlesinde oldukca yiiksek bir artis sagladigir goriilmiistiir (Grafik 3.7
ve 3.8). Yapilan bir ¢alismada, diisiik konsantrasyonlarda (1-5 puM) uygulanan ekzojen

selenyumun 100 mM NaCl stresi altinda yetisen kuzukulagi (Rumex patientia x R.
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tianshanicus) fidelerinde biyokiitle artisina yol agtigi tespit edilmistir (Kong vd., 2005: 158).
Yine 100 mM NaCl stresine maruz kalan misir (Zea mays L.) bitkilerinin de kok ve govdeye
ait kuru biyokiitlelerinin kontrole gore azaldigi, fakat ekzojen mannitol (15 mM ve 30 mM)
veya tiyoiire (3,5 ve 7 mM) uygulamasinin biyokiitle iiretiminde tuz stresinden kaynaklanan
diistisii 6nemli Olgiide azalttigi gozlenmistir. Mannitol ve tiyoiirenin ekzojen uygulamalari,
biyokiitleyi neredeyse esit oranda artirmig olup bu artisin mannitol ve tiyoiirenin sirasiyla C
ve N kaynagi olarak hareket etmis olmalarindan veya hiicresel ozmotik ayarlamadaki

rollerinden kaynakli olabilecegi diisiintilmiistiir (Kaya vd., 2013a: 238).

Bitkilerin herhangi bir abiyotik faktére olan tolerans indeksleri; stres kosullarinda
bitkilerin stres direncini yansitan bir gosterge olarak degerlendirilmekte ve o bitki tiiriiniin
ekolojik hosgoriiliiliigii hakkinda bir fikir vermektedir. Iki farkli nmusir (Zea mays L.)
cesidinde yapilan bir calismada, artan tuzluluk seviyesiyle 100, 125 ve 150 mM NaCl
konsantrasyonlarinda tolerans indeksinin azaldigir gozlenmistir (Saddige vd., 2016: 1369).
Yine bazi misir genotiplerinde yapilan bir baska ¢alismada, tuzluluk seviyelerinin artmasiyla
tuz tolerans indeksinin 6nemli dl¢lide azaldigi goriilmiistiir. Tuz tolerans indeks degerleri,
sirastyla 4 dS m™'de %98,88, 6 dS m™'de %94,18, 8 dS m™'de %87,07, 10 dS m™'de %79,67
ve 12 dS m™'de %40,29 olarak kaydedilmistir (Konuskan vd., 2017: 1671). Calismamizda da
tuz stresi uygulanan aygicegi ve kanola bitkilerinin tolerans indekslerinin kontrole gore
azaldig1 (p<0,0001) ve 6zellikle en diisiik tuz tolerans indeksinin iki bitkide de 75 mM NaCl
konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir. Ekzojen siikroz uygulanan aygigegi ve kanola
orneklerinin tolerans indekslerinin kontrole gore diisiik oldugu (p<0,0001) goriilse de, iki
bitkiye uygulanan ekzojen siikroz takviyesinin sadece tuz uygulanan gruplara gore tuz
tolerans indeksini artirdigi (p<0,0001) gozlenmistir. Siikkroz takviyesi, tolerans indeksini
aycicegi ve kanolada diisiik tuz konsantrasyonunda neredeyse benzer oranda artirirken,
yiiksek tuz konsantrasyonunda ayciceginde kanolaya kiyasla daha fazla artirmistir. iki bitkiye
uygulanan ekzojen siikrozun, en yiiksek artisi ayciceginde 150 mM NaCl konsantrasyonunda
sagladigr kaydedilmistir. Sonug¢ olarak, aycicegi ve kanolaya ait biitliin deney gruplari
kiyaslandiginda kanola orneklerinin aygicegi Orneklerine kiyasla daha diisiik tolerans
indekslerine sahip oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.9 ve 3.10). Literatiirde ekzojen
takviyelerin bitkilerin tolerans indeksini artirdigin1 gosteren g¢aligmalar mevcuttur. Bir
calismada, 125 mM ve 250 mM NaCl kosullarinda yetistirilen sorgum bitkilerinde artan tuz
seviyesine paralel olarak tuz tolerans indeksinin azaldigi, fakat bu bitkilere verilen ekzojen

glisin betain takviyesinin tuz stresi altinda tuz tolerans indeksini artirdigi ifade edilmistir
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(Ibrahim, 2004: 310). Mas fasulyesinde (Vigna radiata) yapilan bir ¢alismada ise, ekzojen
nitrik oksit (NO) takviyesinin 100 mM tuz stresi altinda bitki boyu, kok uzunlugu, siirgiin ve
kok taze agirligr gibi cesitli biiyiime parametrelerine bagl stres tolerans indeklerinde artig

sagladig1 belirtilmistir (Salahuddin vd., 2017: 850).

3.2.2. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin
Klorofil Miktarlar1 Uzerine Etkileri

Bitki yapraklarmin icerdigi klorofil miktarinda meydana gelen azalma, kloroplastlarda
tuz stresinin sebep oldugu oksidatif hasarla iliskilendirilmektedir. Bu durum, CO; asimilasyon
oraninda azalmayla ve stoma dis1 fotosentez kisitlanmasiyla sonug¢lanmaktadir (Ji vd., 2022:
16). Tuz stresi altinda, bitkilerin klorofil miktarinda goriilen azalma seviyeleri yaygin bir olgu
olup calismamizda da iki farkli tuz konsantrasyonu uygulanan aygigegi ve kanola bitkilerinde
artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak kontrole goére klorofil a (p<0,0001), klorofil b (her iki
bitkide de p<0,0001 olup sadece 75 mM NaCl uygulanan aygicegi i¢in p<0,01) ve toplam
klorofil (p<0,0001) miktarlarnin 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir (Grafik 3.11 ve
3.12). Tuz stresi altinda klorofil miktarlarindaki azalma, klorofil pigmentlerinin yikimiyla,
klorofil sentezinin azalmasiyla ve pigment protein kompleksinin kararsizligiyla agiklanabilir.
Sekiz farkli nohut genotipinde yapilan bir ¢alismada, farkli konsantrasyonlardaki tuz stresinin
(25, 50, 75 ve 100 mM) tiim genotiplerde toplam klorofil miktarin1 kontrole gore azalttig
belirlenmistir (Rasool vd., 2013: 1046). 50 ve 100 mM NacCl stresine maruz birakilan pervane
¢igeginin (Catharanthus roseus (L.) G.Don) artan tuz konsantrasyonuyla klorofil a, klorofil b

ve toplam klorofil i¢eriklerinin kontrole gore azaldig: rapor edilmistir (Jaleel vd., 2008: 81).

Iki farkli tuz konsantrasyonunda ekzojen siikroz uygulanan aygicegi Orneklerinin
klorofil a (p<0,0001), klorofil b (75 mM NaCl+Siikroz i¢in p<0,01; 150 mM NaCl+Siikroz
icin p<0,05) ve toplam klorofil (p<0,0001) miktarlarinin kontrole gore anlamli bir sekilde
arttig1 gozlenmistir. Aycicegi orneklerine ait klorofil verilerinde en 6nemli sonug, 6zellikle
75 mM NaCl+siikroz 6rneklerinde klorofil a ve toplam klorofil miktarlarinda dikkate deger
bir artigin olmasidir (Grafik 3.11). Ote yandan, aycicegi drneklerinin aksine ekzojen siikroz
uygulanan kanola Orneklerinin ise klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlarinin

kontrole gore 6nemli derecede azaldigr (p<0,0001) belirlenmistir (Grafik 3.12).

Aygigegi ve kanola bitkilerinde uygulanan ekzojen siikroz takviyesi, bitkilerde 6nemli
degisikliklerle sonug¢lanmistir. Ayciceginde 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda

uygulanan siikroz, sadece tuz uygulanan gruplara gére klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil

86



miktarlarinda olduk¢a 6nemli bir artis (p<0,0001) saglamistir (Grafik 3.11). Kanolada ise
yalnizca tuz uygulanan gruplarla kiyaslandiginda 75 mM NaCl’de uygulanan siikroz klorofil
a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlarinda herhangi bir degisiklige neden olmazken,
150 mM NaCl’de uygulanan siikroz klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlarinda
onemli Olgiide bir artisa (sirastyla p<0,0001; p<0,001 ve p<0,0001) yol agmustir (Grafik 3.12).
Ekzojen siikroz takviyesi, hem ayg¢igeginin hem de kanolanin tuz stresi altinda azalan klorofil
icerikleri iizerinde iyilestirici bir etki gostermistir. Literatiirde farkli ozmoprotektanlarla
yapilan aragtirmalar, sonuglarimizi destekler niteliktedir. Calismamizla benzer bulgularin elde
edildigi bir arastirmada, 342 mM NaCl konsantrasyonunun biri tuza duyarli digeri tuza
toleransli olan iki piring ¢esidinde klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igeriklerini azalttig
ve tuza duyarli ¢eside uygulanan farkli konsantrasyonlarda (29,2; 58,4 ve 116,8 mM) ekzojen
siikrozun ise tuz stresi altinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igeriklerini artirdigi
ifade edilmistir. 58,4 mM siikroz 6n uygulamasinin, tuzla muamele edilen piring fidelerine ait
klorofil igeriklerinde en fazla iyilesmeyi sagladig: bildirilmistir (Siringam vd., 2012: 54).
Baska bir ¢calismada da, 150 mM NaCl konsantrasyonunun ayciceginde klorofil a, klorofil b
ve toplam klorofil igeriklerini azalttig1 ve ekzojen olarak uygulanan farkli ozmoprotektanlarin
(salisilik asit, askorbik asit ve prolin) tuz stresi altinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil
iceriklerini artirdig1 tespit edilmistir. Uygulanan ozmoprotektanlar igerisinde klorofil
miktarlarinda en fazla artisa yol acanin prolin oldugu kaydedilmistir (Noreen vd., 2019:
1320). Domates ile yapilan diger bir calismada da, 200 mM tuz konsantrasyonunun klorofil a,
klorofil b ve toplam klorofil igeriklerini azalttig1, tuz stresi altinda farkli konsantrasyonlarda
(1, 2, 3, 5 ve 10 mM) uygulanan ekzojen trehalozun ise en yiiksek konsantrasyonu harig
genellikle klorofil igeriklerini artirdigi belirlenmistir. En yiiksek klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil igerigi 2 mM trehaloz uygulamasinda elde edilmistir (Feng vd., 2019: 454).

3.2.3. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin
Lipid Peroksidasyonu Uzerine Etkileri

Bitkilerde membran lipid peroksidasyonunun {iriinlerinden biri olan MDA, stres
kosullar1 altinda bitki hasariin seviyesini gosteren 6nemli bir indekstir. MDA, tilakoid zarin
yapisina zarar vererek ve klorofil degradasyonuna yol acarak bitkilerde fotosentezi
etkileyebilmektedir (Ji vd., 2022: 16). Tuz stresi altinda bitkilerde genellikle MDA igeriginin
arttig1 goriilmektedir. Calismamizda da, 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarina maruz
birakilan aygigegi (sirasiyla p<0,001; p<0,0001) ve kanola (sirasiyla p<0,01; p<0,001)

bitkilerinin MDA igeriginin kontrole gore artan tuz konsantrasyonuna paralel olarak arttig1
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belirlenmistir (Grafik 3.13 ve 3.14). Iki salatalik cesidiyle yapilan bir ¢alismada, her iki cesitte
de tuz stresinin MDA igerigini kontrole gore artirdigi tespit edilmistir (Khoshgoftarmanesh
vd., 2014: 647). Yapilan baska bir ¢calismada, farkl: siirelerde (6, 12, 18 ve 24 giin) ve farkl
konsantrasyonlarda (50, 100, 200 ve 300 mM NaCl) tuz stresine maruz birakilan Teksas
cevizinde (Juglans microcarpa L.) MDA igeriginin artan tuz konsantrasyonuyla kontrole gére
arttigl gozlenmistir. Diisiik tuz konsantrasyonunda (50-100 mM NaCl) bitkilerdeki MDA
icerigi daha yavas artarken, tuz konsantrasyonu arttiginda ve stres siiresi uzadiginda MDA
iceriginde 6nemli Olglide artis oldugu rapor edilmistir. Diisiik tuz konsantrasyonlarinda MDA
icerigindeki artisin yavas olmasinin sebebinin, diisiik tuzluluk seviyelerinin antioksidan
enzimlerin aktivitelerini destekleyerek hiicre membran sistemindeki hasar1 azaltmasindan

kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (Ji vd., 2022: 7).

75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda ekzojen siikroz uygulanan aygigegi
orneklerinin MDA igeriklerinde artan tuz konsantrasyonuyla birlikte kontrole gore bir artis
(strastyla p<0,01; p<0,001) oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.13). Ekzojen siikroz uygulanan
kanola orneklerinin MDA igeriklerinin de kontrole gore arttig1 gozlenmis, fakat bu artisin
75 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan siikroz grubunda (p<0,01) 150 mM NaCl
konsantrasyonunda uygulanan siikroz grubuna (p<0,05) kiyasla daha fazla oldugu

kaydedilmistir (Grafik 3.14).

Aycicegi ve kanola bitkilerine uygulanan ekzojen siikroz takviyesinin tuz stresi altinda
bitkilerin MDA igeriklerini azaltarak membran hasarina kars1 koruyucu bir etki olusturdugu
gozlenmistir. Aygiceginde ve kanolada 75 mM NaCl’de uygulanan siikrozun yalnizca tuz
uygulanan gruplarla kiyaslandiginda MDA igeriginde ¢ok onemli bir degisiklige neden
olmadigi, sadece az bir miktar azalis sagladigr belirlenmistir. 150 mM NaCl+siikroz
uygulamasinin hem aycicegi hem de kanolada sadece 150 mM NaCl uygulamasina gére MDA
icerigini 6nemli Olgiide azalttigi (p<0,01) tespit edilmistir (Grafik 3.13 ve 3.14). MDA
icerigindeki bu azalma, ekzojen siikroz uygulamasi altinda antioksidan enzimlerin artan
aktivitesiyle aciklanabilir. Bugday ile yapilan bir ¢caligmada, 150 mM tuz konsantrasyonunun
MDA igerigini kontrole gore artirdigi, oligosakkaritlerden olan oligokitosanin 6n
uygulamasmin ise tuz stresi altindaki fidelerin MDA igerigini azalttigi bildirilmistir.
Oligokitosan 6n uygulamasiin, tuz stresinin neden oldugu membran hasar1 iizerinde
koruyucu bir etkiye sahip oldugu ifade edilmistir (Ma vd., 2012: 398). Karpuz (Citrullus
lanatus) ile yapilan bir ¢alismada, 150 mM NaCl konsantrasyonunun MDA igerigini kontrole

gore artirdid, tuz stresi altinda ekzojen trehaloz uygulamasinin ise MDA igerigini yalniz tuz
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stresine maruz birakilan 6rneklere gore azalttigi rapor edilmistir (Yuan vd., 2022: 6). Kinoa
(Chenopodium quinoa L.) bitkisinde yapilan bir ¢alismada ise, farkli tuz konsantrasyonlarinin
(300, 450 ve 600 mM NaCl) MDA igerigini kontrole gore artirdigi, fakat 10 mM ekzojen
myo-inositol uygulamasinin tuz stresi altinda MDA igerigini, elektrolit sizintisin1 ve ROS
tiretimini azaltarak bitkilerin oksidatif hasarin1 hafiflettigi ifade edilmistir (Al-Mushhin vd.,
2021: 8).

3.2.4. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin

Prolin icerigi Uzerine Etkileri

Prolin, stres kosullarinda bir karbon ve nitrojen kaynagi olarak hareket etmesinin
yaninda serbest radikallerin temizlenmesini saglamakta ve plazma zar1 ile bazi
makromolekiillerin dengeleyicisi olarak faaliyet gdstermektedir. Prolinin sentezi genellikle
biyosentezinde yer alan genlerin aktivasyonuyla iligkili olup tuz stresi altinda bitkilerde
ozmotik dengeninin korunmasi amaciyla ¢ogunlukla artan prolin birikimi s6z konusudur
(Fariduddin vd., 2013: 7852). Calismamizda da, 75 ve 150 mM NacCl stresine maruz birakilan
aycigegi orneklerinin kontrole gore artan NaCl seviyesiyle prolin igeriklerinin ciddi bir oranda
artt1g1 (p<0,0001) gozlenmistir (Grafik 3.15). Kanolada ise aygigegindeki gibi yiiksek bir artis
olmasa da her iki tuz konsantrasyonunda da kontrole gore prolin igeriklerinin arttig1 (p<<0,01),
fakat bu iki konsantrasyona ait prolin igeriklerinin benzer miktarda oldugu tespit edilmistir
(Grafik 3.16). Stresli kosullar altinda genel olarak prolin, glisin betain ve sekerler gibi
coziinenler birikmektedir. Tuzluluk stresine maruz kalan bitkilerde prolinin birikmesi,
antioksidan enzimlerin diisiik aktivitesinden kaynaklanabilmektedir. Iki farkli kanola ¢esidiyle
yapilan bir ¢alismada, her iki ¢esitte de artan tuz konsantrasyonuyla kontrole gore yaprak ve
kok prolin igeriginin arttigi gdzlenmistir (Nazarbeygi vd., 2011: 72). Iki feslegen (Ocimum
basilicum L.) genotipiyle yapilan bir ¢calismada ise, her iki genotipte de artan tuz seviyesiyle
kontrole kiyasla prolin igeriginin arttig1 belirlenmistir (Heidari, 2012: 382). 150 mM NaCl
stresine maruz birakilan iki salatalik (Cucumis sativus L.) c¢esidinde de, prolin seviyesinin

tuzluluk kosullarinda arttig1 ifade edilmistir (Fariduddin vd., 2013: 7851).

Iki farkli tuz konsantrasyonlarinda ekzojen siikroz uygulanan aygicegi ve kanola
orneklerinin prolin iceriklerinde artan tuz konsantrasyonuyla birlikte kontrole gore bir artis
oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen artislarin 150 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan
siikroz grubunda (her iki bitki i¢in p<0,01) istatistiksel olarak bir anlam ifade ettigi
gorilmiistiir (Grafik 3.15 ve 3.16).
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Calismamizda, aygigeginde 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda uygulanan
stikrozun yalnizca tuz uygulanan gruplarla kiyaslandiginda prolin igeriginde 6nemli derecede
bir azalmaya (p<0,0001) neden oldugu kaydedilmistir (Grafik 3.15). Kanolada ise 75 ve
150 mM NaCl konsantrasyonlarinda uygulanan siikrozun yalnizca tuz uygulanan gruplarla
kiyaslandiginda prolin igerigini azalttigi ve bu azalisin 75 mM NaCl konsantrasyonunda
uygulanan silikroz grubunda anlamli diizeyde (p<0,01) gerceklestigi tespit edilmistir (Grafik
3.16). Ekzojen siikroz takviyesi yapilan bitkilerin, sadece tuz stresine maruz birakilan
bitkilere gore prolin igeriklerinde azalma oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni, siikrozun
ozmoprotektif etkisinin bitkilerin stres kosullar1 altinda prolin gibi diger ozmolitleri biriktirme
ihtiyacini1 azaltmasi olabilir. Calismamiza paralel olarak, Abdallah ve arkadaslar1 (2016), iki
pirin¢ ¢esidinde tuz stresinin kontrole kiyasla prolin igerigini artirdigini, tuz stresi altindaki
ekzojen trehaloz uygulamasinin ise prolin icerigini kontrole gore artirip sadece tuz stresi
uygulanan gruplara gore prolin igerigini azalttigin1 belirlemislerdir. Bu azalisin, trehalozun da
prolin gibi ozmoprotektan rol iistlenmesinden kaynakli olabilecegini ifade etmislerdir
(Abdallah vd., 2016: 280). Misirda yapilan bir ¢alismada ise, tuz stresinin kontrole gore
serbest prolin igerigini artirdigi gézlenmistir. Bununla beraber, tuz stresiyle birlikte ekzojen
silikon uygulamasiin da kontrole kiyasla serbest prolin igerigini artirdigi ama yalnizca tuz
stresi uygulanan 6rneklere gore serbest prolin igerigini azalttigi bildirilmistir (Moussa, 2006:
296). Cemen otunda (Trigonella foenum-graceum L.) yapilan diger bir ¢alismada da, 50 ve
100 mg L NaCl stresinin artan tuz seviyesiyle kontrole gore prolin igerigini artirdigi ve tuz
stresi altinda 10°® M giberellik asit (GAs) uygulamasinin ise, stres uygulanan drneklere kiyasla
prolin icerigini azalttig1 tespit edilmistir. Ekzojen olarak uygulanan giberellik asidin, stres
altinda muhtemelen lipid peroksidasyonunu inhibe ederek prolin igerigini azalttigi
diistiniilmektedir (Mukarram vd., 2021: 110).

3.2.5. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin

Toplam Protein icerigi Uzerine Etkileri

Protein, tuzluluk kosullar1 altinda bitkilerde en sik biriken ozmotik diizenleyici olarak
kabul edilmektedir (lgbal vd., 2021: 412). Calismamizda, 75 ve 150 mM NaCl
konsantrasyonlarina maruz birakilan aygigegi bitkilerinde kontrole goére toplam protein
miktarlarinin 6nemli 6lgiide arttig1 (p<0,001) ve bu artisin 150 mM NaCl konsantrasyonunda
biraz daha fazla oldugu belirlenmistir (Grafik 3.17). Iki farkli tuz konsantrasyonu uygulanan
kanola bitkilerinin toplam protein miktarlarinin da artan tuz konsantrasyonuna paralel olarak

kontrole gore ciddi oranda arttig1 (sirasiyla p<0,001; p<0,0001) tespit edilmistir (Grafik 3.18).

90



Tuz stresi altinda aygicegi ve kanolada toplam protein miktarinin artmasinin sebebi, strese
duyarl1 proteinlerin sentezi olabilir. Bu proteinler ROS detoksifikasyonunda yer almakta ve
boylece strese adaptasyonda rol oynamaktadir. Strese duyarli proteinler, tuz stresi altinda de
novo sentezlenebilir veya zaten yapisal olarak diisiik konsantrasyonlarda mevcut olup stres
maruziyetinde konsantrasyonlari artabilir (Ejaz vd., 2012: 637). Tuz stresi altinda bitkilerin
toplam protein miktarindaki artis i¢in Onerilen bir diger olas1 sebep ise tuzlulugun, inorganik
nitrojenin proteine fiksasyonunu tesvik etmesi ve bdylece protein sentezini desteklemesidir
(Shah vd., 2007: 102). Calismamizla benzer bulgularin elde edildigi bir arastirmada, farkli
konsantrasyonlarda uygulanan tuz stresinin 1spanak fidelerinde kontrole gore toplam protein
icerigini artirdig1 tespit edilmistir (Bano vd., 2021: 117). Bakla (Vicia faba L.) ile yapilan bir
calismada da, tuz stresi uygulamasindan 10 giin sonra artan tuz konsantrasyonuyla toplam
protein igeriginin kontrole gore arttig1 belirlenmistir (Qados, 2011: 13). Stevia bitkisi (Stevia
rebaudiana Bertoni) ile yapilan baska bir ¢alismada da, 50 ve 150 mM NaCl
konsantrasyonunun toplam protein igerigini kontrole kiyasla artirdig1 rapor edilmistir (Gerami
vd., 2020: 970). Diger taraftan, li¢ farkli piring ¢esidinde yapilan bir ¢alismada ise, her ii¢
cesitte de artan tuz konsantrasyonuyla toplam protein igeriginin kontrole gore azaldigi
kaydedilmistir (Jamil vd., 2012: 11). Bitkinin tiirli ve ¢esidi, tuz konsantrasyonu ve maruziyet
stiresi gibi parametrelere bagli olarak bitkilerde toplam protein igerigi degiskenlik

gosterebilmektedir.

Ekzojen siikroz uygulanan aycicegi bitkilerinin kontrole gore toplam protein
miktarlarinin azaldigi ve bu azalisin da 150 mM NaCl’de uygulanan siikroz grubunda
(p<0,001) 75 mM NaCl’de uygulanan siikroz grubuna (p<0,01) kiyasla daha fazla oldugu
tespit edilmistir (Grafik 3.17). Ote yandan, 150 mM NaCl konsantrasyonunda ekzojen siikroz
uygulanan kanola bitkilerinin toplam protein miktarinin kontrole gore anlamli bir sekilde
arttigi (p<0,05), 75 mM NaCl konsantrasyonunda ekzojen siikroz uygulanan kanola
bitkilerinin ise toplam protein miktarinin kontrole kiyasla 6nemli bir degisiklik olmasa da ¢ok
az bir miktar azaldig1 saptanmistir (Grafik 3.18). Literatiirde genellikle ekzojen uygulamalarin
tuzluluk kosullar altinda farkli bitki tiirlerinde toplam protein miktarini arttirdigini gosteren
caligmalar mevcuttur. Boriilce (Vigna unguiculata L.) ile yapilan bir ¢alismada, tuz stresi
altinda glisin betain uygulamasinin toplam protein icerigini sadece tuz uygulanan bitkilere
gore artirdig rapor edilmistir (Manaf, 2016: 45). Cilek ile yapilan bir calismada ise, ekzojen
trehaloz uygulamasiin yalnizca tuz stresi uygulanan Orneklere kiyasla toplam protein

icerigini artirdig tespit edilmistir (Samadi vd., 2019: 5). Literatiirde bir¢cok arastirmada ifade
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edildiginin aksine, ¢alismamizda aygigegi ve kanola bitkilerine uygulanan ekzojen siikroz
takviyesinin tuzluluk kosullarinda bitkilerin toplam protein miktarlarin1 6nemli olgiilerde
azalttig1 kaydedilmistir. Ayciceginde ve kanolada 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda
uygulanan slikrozun yalnizca tuz uygulanan gruplarla kiyaslandiginda toplam protein
miktarinda olduk¢a 6nemli bir azalmaya (her iki bitkide de iki konsantrasyon igin sirasiyla
p<0,001; p<0,0001) neden oldugu gozlenmistir (Grafik 3.17 ve 3.18). Tuz stresi altindaki
aycicegi ve kanolada ekzojen siikrozun, prolin gibi ozmoprotektan davranis sergileyerek
prolin igeriginin azalmasina ve boylece prolin gibi serbest amino asitlerin iiretimini azaltarak
toplam protein miktarinda azalisa yol agmis olabilecegi diistiniilmektedir. Elde ettigimiz
bulgularla olduk¢a uyumlu ¢alismalar da vardir. Ornegin, salatalik ile yapilan bir calismada,
artan tuz konsantrasyonuyla toplam ¢oziiniir protein igeriginin arttigi, tuz stresi altindaki
orneklere ekzojen glutamik asit uygulamasinin ise sadece tuz uygulanan Orneklere gore
toplam protein igerigini azalttig1 belirlenmistir (Igbal vd., 2021: 414). Baska bir ¢alismada da,
100 mM NaCl stresinin seker kamisinda toplam ¢oziiniir protein igerigini kontrole gore
artirdigi, ekzojen askorbik asit uygulamasinin ise yalnizca tuz stresi uygulanan o6rneklere gore
toplam ¢Oziiniir protein igerigini azalttigi tespit edilmistir. Ekzojen askorbik asit
uygulamasinin toplam protein igerigini arttiramamasinin nedeni, belirli protein ve
enzimlerdeki degisikliklerin toplam ¢o6ziiniir protein miktarini net olarak yansitamamasiyla

aciklanmustir (Ejaz vd., 2012: 637).

3.2.6. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin

Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri

Bitkilerin tuzluluga tolerans yanitlari, antioksidan tepkileriyle iliskilidir ve genellikle,
tuz stresine tolerans gosteren bitki tiirleri, stres kosullar1 altinda antioksidan enzim
aktivitelerini artirip antioksidan molekiilleri biriktirerek kapasitelerini artirmaktadir. Boylece
bitkiler, tuzlulugun neden oldugu oksidatif strese kargi kendilerini koruyabilmektedir (Hediye
Sekmen vd., 2007: 406). Siikroz gibi ¢esitli ekzojen uygulamalar da bitkilerin antioksidan
kapasitelerinde artis1 indiikleyerek tuzluluga karst tolerans gelistirilmesine katki

saglamaktadir (Xu vd., 2013: 220).

Tuz stresinin konsantrasyonu ve maruziyet siiresi, bitki tilirii ve ¢esidi gibi faktdrlere
bagli olarak tuzluluk, bitkilerin antioksidan enzimleri T{zerinde farkli etkiler
olusturabilmektedir. Fasulye ile yapilan bir ¢alismada, artan tuz konsantrasyonuyla yaprak ve
koklerdeki SOD, CAT ve APX aktivitesinin kontrole gore arttig1 belirlenmistir (Farhangi-
Abriz ve Torabian, 2017: 68). Marul ile yapilan bir c¢aligmada, 100 mM tuz
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konsantrasyonunun kontrole gére SOD aktivitesini degistirmedigi, CAT aktivitesini artirdigi,
POD aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir (Zhang vd., 2021: 10). Domates ile yapilan bir
calismada ise, tuz stresinin SOD ve CAT aktivitelerini kontrole gore azalttifi, APX
aktivitesini ise kontrole gore biraz artirdigi rapor edilmistir (Al-aghabary vd., 2005: 2109).
Calismamizda 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarina maruz birakilan aygicegi ve kanola
bitkilerinin SOD aktivitelerinde artan konsantrasyonla birlikte (sirasiyla p<0,001; p<0,0001)
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bir artig oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.19 ve 3.20).
Iki farkli tuz konsantrasyonunda aygicegi ve kanola bitkilerine ait CAT aktivitesinin ise
kontrole gore onemli derecede azaldigi (75 mM NaCl konsantrasyonunda aygicegi icin
p<0,01 iken kanola i¢in p<0,001; 150 mM NaCl konsantrasyonunda her iki bitki i¢in p<0,01)
goriilmustiir (Grafik 3.21 ve 3.22). Tuz stresine maruz birakilan aygigegi bitkilerinin 75 mM
NaCl konsantrasyonundaki APX aktivitesinin kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir sekilde azaldigi, 150 mM NaCl konsantrasyonundaki APX aktivitesinin ise
kontrole gore onemli derecede azaldig1 kaydedilmistir (p<0,05) (Grafik 3.23). Ote yandan
kanola orneklerinde her iki tuz konsantrasyonunda APX aktivitesinin kontrole gore anlamli
bir degisiklik olusturmadig: tespit edilmistir (Grafik 3.24). Tuz stresi altinda aycgicegi ve
kanolada SOD aktivitesi kontrole gore artarken, CAT ve APX aktivitelerinde artis
gozlenmemistir. Bu durum, her iki bitkide de tuz stresi altinda SOD enziminin, ROS
detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir. SOD enzimi, efektif bir sekilde
stiperoksit radikalini hidrojen perokside doniistiirebilmektedir. SOD aktivitesi sonucunda
olusan hidrojen peroksit, kloroplastlar, niikleik asitler ve proteinler i¢in olduk¢a zararli olup
CAT ve APX gibi H2O> detoksifiye edici enzimler tarafindan elimine edilmelidir. Fakat
hidrojen peroksidi detoksifiye eden CAT ve APX enzimlerinin aktivitelerinde beklenen artisin
gerceklesmemesi sonucu, aycicegi ve kanolada tuz stresinin neden oldugu hidrojen peroksit
tamamen detoksifiye edilemeyerek birikimi meydana gelebilmekte ve bu durum da tuz stresi
altinda artan MDA igerigiyle sonuclanmaktadir (Oueslati vd., 2010: 294). Tuza toleransh
Plantago maritima ve tuza duyarli Plantago media ile yapilan bir ¢alismada, 100 mM tuz
konsantrasyonunun P.maritima bitkisinde SOD aktivitesini kontrole gore artirip CAT ve APX
aktivitesini azalttigi, Pmedia bitkisinde SOD ve CAT aktivitesini azaltip APX aktivitesini
kontrole gore artirdigi belirlenmistir. Bunun yaninda, 200 mM tuz konsantrasyonunun ise
Pmaritima bitkisinde SOD, CAT ve APX aktivitesini kontrole gore artirdigi, Pmedia
bitkisinde SOD ve CAT aktivitesini kontrole kiyasla azaltip APX aktivitesini degistirmedigi
rapor edilmistir (Hediye Sekmen vd., 2007: 404). Fasulye ile yapilan bir ¢alismada, tuz
stresinin fasulyenin nodiillerinde SOD ve POX aktivitesini artirip, CAT ve APX aktivitesini
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azalttig1 kaydedilmistir (Jebara vd., 2005: 933). Biri tuza toleransh digeri tuza duyarl olan iki
misir genotipinde yapilan bir ¢alismada, tuz stresinin her iki genotipin yapraklarinda da SOD
aktivitesini artirdigr ve koklerinde SOD aktivitesini azalttig1 belirlenmistir. Tuza toleranslh
genotipin yapraklarindaki SOD aktivitesi artisinin ve tuza duyarli genotipin kdklerindeki SOD
aktivitesi azalisinin daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu yiizden, tuza toleransli genotipin daha
iyi siiperoksit radikali temizleme yetenegine sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir. Tuzluluk stresinin,
tuza toleransli genotipin yaprak ve koklerindeki APX ve GPX aktivitesini ya artirdig1 ya da
etkilemedigi, CAT aktivitesini ise yapraklarda etkilemeyip koklerde azalttig tespit edilmistir.
Tuza duyarli misir genotipinde ise, tuz stresi altinda APX ve GPX aktivitesinin koklerde
azaldigi, CAT aktivitesinin ise hem yaprak hem de koklerde azaldigi rapor edilmistir (de
Azevedo Neto vd., 2006: 93). Tuza duyarli ¢ayir salkim otu (Poa pratensis L.) ve orta
derecede tuza toleransli kamiss1 yumak (Festuca arundinacea Schreb.) ile yapilan bir
caligmada, tuz stresi altinda her iki bitkinin de siirglinlerinde genel olarak SOD aktivitesinin
kontrole gore arttifi, CAT aktivitesinin kontrole gore azaldigi belirlenmistir. APX
aktivitesinin ise kamissi yumakta degismedigi, cayir salkim otunda artan tuz

konsantrasyonuyla kontrole gore azaldigi kaydedilmistir (Xu vd., 2013: 218).

Calismamizda ekzojen siikroz uygulanan aygicegi Orneklerinin SOD aktivitesinin
kontrole gore arttig1 (p<0,01) goriilmiis, fakat iki farkli tuz konsantrasyonunda uygulanan
ekzojen siikroz gruplarinin SOD aktiviteleri arasinda 6nemli bir farka rastlanmamistir (Grafik
3.19). Ekzojen siikroz uygulanan kanola orneklerinin SOD aktivitesinin de kontrole gore
arttig1 belirlenmis ve 75 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan siikroz grubuna ait SOD
aktivitesinin (p<0,0001) 150 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan siikroz grubundan
(p<0,001) daha fazla arttigi gozlenmistir (Grafik 3.20). Ayciceginin CAT aktivitesine
bakildiginda, 75 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan siikroz grubuna ait CAT
aktivitesinin kontrole gore azaldigr (p<0,05), fakat 150 mM NaCl konsantrasyonunda
uygulanan silikroz grubuna ait CAT aktivitesinin ise kontrole gore 6nemli derecede arttigi
(p<0,001) gozlenmistir. 150 mM NaCl+siikroz uygulanan aygicegi orneklerinin en yiiksek
CAT aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (Grafik 3.21). 75 ve 150 mM NaCl
konsantrasyonlarinda ekzojen siikroz uygulanan kanola orneklerinin CAT aktivitesinin de
kontrole gore anlamli bir artis gosterdigi (sirastyla p<0,001; p<0,0001), ay¢icegi 6rneklerinde
oldugu gibi en yiiksek CAT aktivitesinin 150 mM NaCl+siikroz uygulamasinda oldugu tespit
edilmistir (Grafik 3.22). Ekzojen siikroz uygulanan aycice8i ve kanola bitkilerinin APX

aktivitelerinin benzerlik gosterdigi, iki bitki tiiriinde de 75 mM NaCl+siikroz uygulamasinda
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APX aktivitesinin kontrole gére anlamli diizeyde arttigi (p<0,001) saptanmistir. 150 mM
NaCl+siikroz uygulanan ay¢igegi ve kanola drneklerine ait APX aktivitesinin de kontrole gore
arttig1 (kanola i¢in p<0,05) belirlenmistir. Her iki bitkide en yiiksek APX aktivitesinin ise
75 mM NaCl+siikroz gruplarina ait oldugu kaydedilmistir (Grafik 3.23 ve 3.24).

75 ve 150 mM tuz konsantrasyonlarinda aygigegi Orneklerine uygulanan ekzojen
siikroz takviyesinin, sadece tuz uygulanan orneklerle kiyaslandiginda SOD aktivitesinde
onemli bir diisiise (sirastyla p<0,01; p<0,001) neden oldugu gozlenmistir (Grafik 3.19).
Kanolada ise tuz stresi altinda 75 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan siikrozun SOD
aktivitesini artirdigi (p<0,001), 150 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan siikrozun ise
SOD aktivitesini azalttigi (p<0,0001) tespit edilmistir (Grafik 3.20). Aycicegi ve kanolada her
iki tuztsilikroz uygulamasinin, sadece tuz uygulanan deney gruplar ile karsilastirildiginda
CAT aktivitesinde Onemli bir artisa neden oldugu belirlenmistir (aycicegi icin sirasiyla
p<0,05; p<0,001; kanola i¢in p<0,0001) (Grafik 3.21 ve 3.22). Her iki tuz konsantrasyonunda
da aycicegi ve kanola bitkilerine verilen siikrozun tuz stresi altinda APX aktivitesini arttirdigi,
fakat bu artisin 75 mM NaCl+siikroz grubunda (p<0,001) daha fazla oranda oldugu
kaydedilmistir (150 mM NaCl+siikroz grubunda aycicegi i¢in p<0,01; kanola i¢in p<0,05)
(Grafik 3.23 ve 3.24). Yalnizca tuz stresine maruz birakilan aycicegi ve kanolada, SOD
aktivitesinin artmasi, CAT ve APX aktivitelerinin ise artmamis olmasi, ROS
detoksifikasyonunun etkin bir sekilde yapilamamasiyla sonuglanabilir. Tuz stresi altinda MDA
icerigindeki artiglar da bu ifadeyi destekler niteliktedir. Tuz stresi altinda ekzojen siikroz
uygulamasi ise, yalnizca tuz stresi uygulanan Orneklere gore genel olarak SOD aktivitesini
azaltmis olsa da CAT ve APX aktivitelerinde artisa yol agmistir. Antioksidan savunma
sisteminin birka¢ bileseninin aktivasyonu sayesinde bitkilerde stres toleransinin gelistirilmesi
saglanabilmektedir. Ekzojen siikroz uygulamasinin MDA igerigini azaltmasi, ROS
detoksifikasyonunun daha etkin bir sekilde yapilabildigini gostermekte ve CAT ile APX
enzimlerinin tuzluluga toleransta kritik bir rol oynadigimi diisiindiirmektedir (Hoque vd.,
2007: 558). Literatiirde farkli sonuclarin elde edildigi aragtirmalar bulunmaktadir. Tiitline ait
sispansiyon kiiltiir hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada, tuz stresi altinda ekzojen prolin
uygulamasinin, yalnizca tuz stresine maruz birakilan Orneklere goére SOD aktivitesini
degistirmedigi, CAT ve POD aktivitesini ciddi oranda artirdigi belirlenmistir. Tuz stresi
altinda uygulanan ekzojen betainin ise, sadece tuz stresine maruz birakilan 6rneklere kiyasla
SOD ve POD aktivitesini 6nemli derecede degistirmeyip CAT aktivitesini anlamli oranda

artirdig1 tespit edilmistir. Prolinin ve betainin, antioksidan enzimlerin aktivitelerini yukar1
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regiile ederek ROS’u temizledigi ve bdylece tuz stresinin sebep oldugu zararh etkileri azalttig
sonucuna varilmistir (Hoque vd., 2007: 557). Arabidopsis fideleriyle yapilan bir ¢alismada,
250 mM NaCl konsantrasyonunun SOD ve POD aktivitesini kontrole gore artirdigi, CAT ve
APX aktivitesini kontrole gore azalttigir belirlenmistir. Tuz stresi altinda 1 mM ekzojen
trehaloz uygulamasinin, sadece tuz stresi uygulanan 6rneklere gore SOD ve POD aktivitesini
artirdigi, CAT aktivitesini biraz artirdif1 ve APX aktivitesini azalttig1 saptanmistir. Tuz stresi
altinda 1 mM ekzojen siikroz takviyesinin ise yalnizca tuz stresi uygulanan drneklere kiyasla
SOD ve APX aktivitesini artirdigi, CAT aktivitesini biraz artirdigt ve POD aktivitesini
azalttig1 rapor edilmistir (Yang vd., 2014: 9). Bakla (Vicia faba) ile yapilan bir ¢alismada da,
tuz stresi altinda ekzojen askorbik asit uygulamasinin sadece tuz stresi uygulanan gruplara
gore SOD, CAT, APX ve GR aktivitelerini genel olarak artirdig1 kaydedilmistir (Younis vd.,
2010: 46). Soya fasulyesi ile yapilan bir ¢aligmada ise, 150 mM tuz stresi altinda ekzojen
glisin betain uygulamasinin sadece tuz stresi uygulanan 6rneklere gére SOD, CAT ve APX
aktivitesini artirdig1 tespit edilmistir. Ekzojen glisin betain takviyesinin, soya fasulyesinde
enzim aktivitesini artirarak tuz toleransini gelistirebilecegi ifade edilmistir (Malekzadeh,

2015: 228).

3.2.7. Aycicegi ve Kanola Bitkilerinde Tuz ve Ekzojen Siikroz Uygulamasinin
P5CS, SOD, CAT ve APX Gen ifadeleri Uzerine Etkileri

Stres durumunda seviyeleri artan ROS ile basa ¢ikmak ve redoks homeostazini
stirdiirmek amaciyla bitkiler etkin bir antioksidan savunma sistemi gelistirmiglerdir. Bu
savunma siirecinde antioksidanlarin yani sira antioksidanlart kodlayan genlerin mRNA
seviyesinde diizenlenmesi de, ROS detoksifikasyonunda goz ardi edilemeyecek temel bir

husus olarak 6ne ¢ikmaktadir (Menezes-Benavente vd., 2004: 324).

Tuz stresi, aycicegi ve kanola bitkilerinin PSCS gen ifadeleri lizerinde benzer etki
olusturmus; her iki tuz konsantrasyonunda da P5CS gen ifadesinin kontrole gore anlamli bir
sekilde arttigi belirlenmistir. Artan tuz konsantrasyona paralel olarak aygigegi ve kanola
bitkilerinin P5CS gen ifadesinin daha fazla artig gosterdigi (75 mM NaCl’de aygigegi igin
p<0,0001; kanola i¢in p<0,01; 150 mM NaCl’de her iki bitki i¢in p<0,0001) tespit edilmistir
(Grafik 3.25 ve 3.26). Aygiceginde 75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda SOD-Mn gen
ifadesinin kontrole gore arttig1 (p<0,0001), 75 mM NacCl 6rneklerinde SOD-Mn gen ifadesinin
daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Grafik 3.27). Kanolada da her iki tuz konsantrasyonunda
SOD-Mn gen ifadesinin kontrole gore arttigi (swrasiyla p<0,01; p<0,001) ve tuz

konsantrasyonu artisina paralel olarak SOD-Mn gen ifadesindeki artisin da daha fazla oldugu
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tespit edilmistir (Grafik 3.28). Aygcigegi oOrneklerinin CAT gen ifadesinde her iki tuz
konsantrasyonunda kontrole gére 6nemli bir degisiklik olmasa da, CAT gen ifadesinin 75 mM
NaCl orneklerinde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Grafik 3.29). Kanola 6rneklerinde
75 mM NaCl konsantrasyonunda CAT gen ifadesinin kontrole kiyasla énemli derecede arttigi
(p<0,001), 150 mM NaCl konsantrasyonunda ise onemli olgiide degismedigi belirlenmistir
(Grafik 3.30). Aygigeginde 75 mM NaCl konsantrasyonunda APX gen ifadesinin kontrole
gore onemli bir degisiklik gostermedigi, 150 mM NaCl konsantrasyonundaki APX gen
ifadesinin ise kontrole gore anlamli bir sekilde arttig1 (p<0,01) tespit edilmistir (Grafik 3.31).
Her iki tuz konsantrasyonunda kanola orneklerinin APX gen ifadesinde de kontrole gore
onemli bir artis gozlenmis olup, 75 mM NaCl konsantrasyonunda APX gen ifadesinin
(p<0,0001) 150 mM NaCl konsantrasyonundaki APX gen ifadesinden (p<0,01) ¢ok daha fazla
oranda arttig1 kaydedilmistir (Grafik 3.32). Kanola ile yapilan bir ¢aligmada, 150 mM tuz
stresinin CuZnSOD2, CAT1 ve APX gen ekspresyonlarini kontrole gore artirdigi bildirilmistir
(ElSayed vd., 2022: 3681). Piring ile yapilan bir ¢alismada, 130 mM NacCl stresinin Mn-SOD,
sitozolik APX, stromal APX, CatB ve P5CS gen ekspresyonlarini kontrole gore artirdigi,
tilakoide bagli APX, CatA ve CatC gen ekspresyonlarini kontrole kiyasla azalttigi rapor
edilmistir (Kim vd., 2007: 49). Biri tuza toleransli digeri tuza duyarli olan iki piring
genotipiyle yapilan bir galismada, tuz stresi altinda toleransli genotipte OsSOD3Cu/Zn,
OsSODA1-Mn, OsCATA, OsCATB ve OsAPX2 genlerinin ekspresyonlarinin, duyarli genotipte
ise OsSOD4-Cu/Zn, OsSOD3-Cu/Zn, OsSOD-Fe, OsSODCc1-Cu/Zn, OsCATA, OsCATC,
OsAPX2 ve OsAPX3 genlerinin ekspresyonlarinin pozitif olarak diizenlendigi rapor edilmistir.
Ayni ¢alismada, her iki piring genotipinde de tuz stresi altinda transkript miktarindaki artigin
SOD aktivitesinde artisa neden oldugu, ancak CAT ve APX aktivitesinde Onemli bir
degisiklige neden olmadigi gozlenmistir (Vighi vd., 2017: 548). Piring ile yapilan bir diger
caligmada ise, farkl siirelerde uygulanan 136 mM NaCl stresinin OsSOD4-Cu/Zn, OsSOD3-
CU/Zn, OsSOD2-Cu/Zn, OsSOD-Cu/Zn ve OsSODCc1-Cu/Zn gen ifadelerini kontrole gére
artirdigi belirlenmis ve bu genlerin SOD aktivitesinin artmasina katkida bulunmus olabilecegi
ifade edilmistir. Tuzluluk kosullarinda OSAPX1,0sAPX2, OsAPX3, OsAPX4, OsAPXS5,
OsAPX7 ve OsAPX8 gen ifadelerinin genel olarak kontrole gore arttigi, OSAPX6 gen
ifadesinin ise degismedigi tespit edilmistir. Tuz stresi kosullarinda OSCATA, OsCATB ve
OsCATC gen ifadelerinin ise kontrole gore arttigi gozlenmistir (Rossatto vd., 2017: 871).
Tiitlin ile yapilan bir ¢alismada, 150 mM NaCl stresinin yaprak ve kok prolin icerigini ve
yapraklardaki P5CS gen ifadesini kontrole gore artirdigi belirlenmistir. Bunun yaninda, P5CS

geninin tuz stresiyle indiiklenebildigi ve tuz stresine maruz kalan bitkilerde prolin birikimini
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diizenledigi ifade edilmistir (Razavizadeh vd., 2009: 1654). Bir kaktiis ¢esidiyle (Opuntia
streptacantha) yapilan ¢alismada da, farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 250 ve 350 mM
NaCl) 9 ve 11 giinliikk uygulanan tuz stresinin, Osp5cs gen ekspresyonunu kontrole gore
artirdig: tespit edilmistir (Silva-Ortega vd., 2008: 87).

Aycicegi ve kanola orneklerinde her iki NaCl+siikroz uygulamasinda konsantrasyon
artigina paralel olarak P5CS gen ifadesinin kontrole gore arttigi (aygicegi i¢in sirasiyla
p<0,05; p<0,0001; kanola i¢in p<0,0001) goézlenmistir (Grafik 3.25 ve 3.26). Tuzluluk
kosullarinda ekzojen siikroz uygulanan aygicegi ve kanola bitkilerinin SOD-Mn ifadelerinin
kontrole gore arttigi gézlenmistir. Ay¢igeginde 75 mM NaCl konsantrasyonunda uygulanan
ekzojen siikroz grubunun SOD-Mn gen ifadesi (p<0,0001) 150 mM NaCl’de uygulanan
ekzojen siikkroz grubuna (p<0,001) kiyasla daha fazla artarken, kanolada ise tuz
konsantrasyonunun artmasiyla siikroz gruplarinin SOD-Mn gen ifadesinin (sirasiyla p<0,001;
p<0,0001) daha yiiksek oranda artis gosterdigi kaydedilmistir (Grafik 3.27 ve 3.28).
Calismanin en dikkat ¢eken sonuglarindan biri de her iki bitki tiirtiinde CAT gen ifadesinde
tespit edilmistir Ayciceginde 75 mM NaCl’de uygulanan ekzojen siikroz grubunda CAT gen
ifadesi kontrole gore onemli bir degisiklik gostermezken, kanolada bu gruba ait CAT gen
ifadesinin 6nemli derecede artis gosterdigi (p<0,01) belirlenmistir. Aycicegi ve kanola
bitkilerinin 150 mM NaCl+siikroz gruplarina ait CAT gen ifadelerinin de kontrole gore ¢ok
fazla bir oranda arttigi (p<0,0001) saptanmustir (Grafik 3.29 ve 3.30). Her iki tuz
konsantrasyonunda ekzojen siikroz uygulanan aygigegi Orneklerinin APX gen ifadesinin,
kontrole gore dikkate deger bir sekilde arttig1 (p<0,0001) ve bu artigin 150 mM NaCl+siikroz
uygulamasinda ¢ok daha fazla oldugu gozlenmistir (Grafik 3.31). Kanolada ise 75 mM
NaCl+siikroz 6rneklerinde APX gen ifadesinin kontrole gore istatistiksel olarak onemli bir
artis gosterdigi (p<0,01), 150 mM NaCl+siikroz 6rneklerinin APX gen ifadesinde ise kontrole
kiyasla 6nemli 6l¢giide bir degisiklik olmadig1 saptanmistir (Grafik 3.32).

75 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda uygulanan siikrozun yalnizca tuz uygulanan
gruplarla kiyaslandiginda aygiceginde P5SCS (p<0,0001) ve SOD-Mn (sirasiyla p<0,01;
p<0,001) gen ifadelerinde 6nemli bir azalisa, kanolada ise P5CS (p<0,0001) ve SOD-Mn
(strastyla p<0,01; p<0,05) gen ifadelerinde 6nemli bir artisa neden oldugu tespit edilmistir
(Grafik 3.25, 3.26, 3.27 ve 3.28). Ekzojen siikroz takviyesinin, tuzluluk kosullarinda aygicegi
ve kanola bitkilerinin CAT gen ifadeleri lizerinde ise benzer bir etki olusturdugu gozlenmistir.
Her iki bitkide de tuz stresi altinda 75 mM NaCl+siikroz uygulamast CAT gen ifadesini
azaltirken (kanola i¢in p<0,05), 150 mM NaCl+siikroz uygulamas1 CAT gen ifadesini oldukg¢a
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ciddi bir sekilde artirmistir (p<0,0001) (Grafik 3.29 ve 3.30). 75 mM ve 150 mM NaCl
konsantrasyonlarinda uygulanan ekzojen silikroz takviyesinin, tuz uygulanan gruplarla
kiyaslandiginda iki bitkinin APX gen ifadeleri iizerinde ters etkiye neden oldugu anlasilmis ve
ayciceginde APX gen ifadesini 6nemli derecede artirirken (sirasiyla p<0,001; p<0,0001),
kanolada APX gen ifadesini 6nemli 6l¢iide azalttigi (sirasiyla p<0,0001; p<0,01) saptanmustir
(Grafik 3.31 ve 3.32). Bir piring ¢esidiyle yapilan bir ¢alismada, 100 mM tuz stresi altinda
ekzojen brassinostreoid uygulamasmin sadece tuz stresi uygulanan Orneklere gore
Cu/Zn-SOD, APX, CAT ve GR gen ifadelerini artirdigi, Fe-SOD ve Mn-SOD gen ifadelerini
ise azalttig1 belirlenmistir (Sharma vd., 2013: 21). Piring ile yapilan bir diger ¢alismada, 6 giin
icin 100 mM NacCl stresine maruz birakilan bitkilere ekzojen trehaloz uygulamasinin yalnizca
tuz stresi uygulanan Orneklere gore Cu/ZnSOD, CytAPX ve P5CR gen ifadelerini artirdigi,
MnSOD, CatC ve P5CS gen ifadelerini degistirmedigi gozlenmistir. 6 gilinlik 100 mM tuz
stresi altinda ekzojen prolin uygulamasinin ise, sadece tuz stresine maruz birakilan 6rneklere
gore Cu/ZnSOD, P5CS ve P5CR gen ifadelerini artirdigi, MnSOD ve CytAPX gen ifadelerini
azalttigi, CatC gen ifadesini ise degistirmedigi rapor edilmistir (Nounjan vd., 2012: 599-601).
Bugday ile yapilan bir ¢alismada, tuzluluk kosullarinda uygulanan ekzojen jasmonik asidin,
sadece tuz stresine maruz birakilan Orneklere kiyasla SOD, CAT, POD ve APX gen
ekspresyonlarint artirdigi tespit edilmistir (Qiu vd., 2014a: 206). Domates ile yapilan bir
caligmada, 5 gilinlik 150 mM NaCl stresine maruz birakilan 6rneklere ekzojen 10 mM
trehaloz takviyesinin, sadece tuz stresine maruz birakilan Orneklere gore SICu/Zn-SOD,
SIFe-SOD, SIMn-SOD, SIPOD ve SICAT gen ekspresyonlarini artirdigl kaydedilmistir (Yang
vd., 2022: 11). Ingiliz ¢imi (Lolium perenne L.) ile yapilan bir ¢alismada, 250 mM NaCl stresi
altinda 0,25 mM ekzojen salisik asit uygulamasinin sadece tuz stresi uygulanan orneklere gore
CytCu/ZnSOD, FeSOD, CAT ve APX gen ekspresyonlarmi artirdigi, MnSOD gen
ekspresyonunu azalttigi, ChlCu/ZnSOD gen ekspresyonunu ise degistirmedigi gozlenmistir
(Wang vd., 2022: 9-10). Yonca ile yapilan bir ¢alismada, 15 giin i¢in 200 mM tuz stresine
maruz birakilan bitkilere onceden uygulanan ekzojen melatoninin hem kontrole hem de
yalnizca tuz stresine maruz birakilan drneklere gore Cu/Zn-SOD, CAT ve APX gen ifadelerini

artirdig1 belirlenmistir (Cen vd., 2020: 10).

Caligmamizda antioksidanlarin transkript seviyelerinin ve aktivitelerinin bazi
istisinalar disinda ¢ogunlukla uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. Ayrica literatiirde yer
alan bazi sonuclara gore gen ekspresyonu ile enzim aktivitesi arasinda korelasyon

bulunmamas: da beklenebilen bir durumdur. Ciinkii gen ekspresyonu bir gen ailesinin

99



yalnizca bir izoenzimiyle nitelendirilirken, enzim aktiviteleri genel olarak bdyle bir ailenin
eksprese edilen tiim iiyelerini icermektedir. Bunun yaninda, enzim aktiviteleri bir dizi geri
bildirim diizenlemesinden de etkilenebildigi i¢in gen ifadeleri ile aktiviteler arasinda iyi bir
korelasyona rastlanmayabilir (Qiu vd., 2014a: 208). Ornegin kanolada 150 mM NaCl
stresinde ekzojen siikroz uygulamasinin sadece 150 mM NaCl stresi uygulanan 6rneklere gore
SOD aktivitesini azalttigl, SOD-Mn gen ifadesini ise artirdigi goriilmiistiir. Antioksidan gen
ifadesinde goriilen artisin ayni antioksidanin aktivitesinde goriilmemesi, sentezi gergeklesen
antioksidan mRNA transkriptlerinin tamaminin translasyonla proteine ¢evrilmemis
olmasindan kaynaklanabilir. Tam tersi olarak, kanolada 75 mM NaCl stresi altinda ekzojen
stikroz takviyesinin sadece 75 mM tuz stresi uygulanan orneklere gore CAT aktivitesini
artirdigt ama CAT gen ifadesini azalttifi gozlenmistir. Antioksidan aktivitesinde goriilen
artisin ayni antioksidanin gen ifadesinde goriilmemesi ise antioksidan aktivitesinin,
transkripsiyonel modiilasyon yerine antioksidan proteinlerinin, substrat baglanmasinin ve
devir (turnover) kinetiklerinin modiilasyonundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Wu ve

Lee, 2008: 358).

3.3. Oneriler

Toprak tuzlulugu, basli basina bir abiyotik stres olmakla birlikte kiiresel 1sinmanin
neden oldugu sekonder etkiler arasinda da yer almaktadir. Tuzluluk stresi ile birlikte olusan
ozmotik, iyonik ve oksidatif stresler, bitkilerde biiylime, gelisme, fotosentez, protein ve lipid
metabolizmas1 gibi dnemli siireglerde baz1 olumsuzluklar: beraberinde getirmektedir. Bitkiler
bu zararl etkileri hafifletip strese adapte olmak ve yasamlarini siirdiirebilmek amaciyla gesitli
ekolojik, fizyolojik ve molekiiler mekanizmalar gelistirmislerdir. Ozmoprotektanlar, ekstrem
ekolojik kosullarda bitkiler tarafindan salgilanan ve bitkilerin yasamlarmmi devam
ettirebilmelerine olanak saglayan, diigsiik molekiiler agirliga sahip, toksik 6zellik gostermeyen
bilesiklerdir. Ozmoprotektanlardan olan sekerler de, homeostazin saglanmasinda, hiicresel
organizasyonlarin siirdiiriilmesinde, fotosentezin optimum sekilde meydana gelmesinde ve
stres kosullarinda reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda énemli bir rol {istlenmektedir.
Sekerlerin diisiik konsantrasyonlarda ekzojen uygulamalari ise, bitkilerde tuza toleransin

gelistirilmesi veya artirilmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Calismamizda, iki farkli konsantrasyonda tuzun (75 ve 150 mM NaCl) ve bu
konsantrasyonlarla birlikte uygulanan %3’liikk ekzojen siikrozun aygicegi ve kanola
bitkilerinde ekolojik biiylime parametreleri, prolin icerikleri, antioksidan enzim aktiviteleri ve
gen ifade seviyeleri iizerindeki etkileri incelenerek belirlenmistir. Literatiirdeki bir¢ok
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calismada oldugu gibi iki farkli tuz konsantrasyonu uygulanan aygicegi ve kanola bitkilerinin
de morfolojik 6zelliklerinde olumsuz etkiler goriildiigii; gévde ve kok uzunluklarinin kontrole
gore azaldig1 kaydedilmistir. Ayrica, govde ve koklere ait yas ve kuru agirliklarin da kontrole
gore distiigii tespit edilmistir. Tuzla birlikte ekzojen siikroz uygulamasinin ise, tuz stresi
altinda bitkilerin biiylime parametrelerini ¢gogunlukla olumlu sekilde etkiledigi gézlenmistir.
Aygicegi ve kanolada, artan tuz konsantrasyonuyla klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil
miktarlarinin kontrole gore azaldigi belirlenmistir. Klorofil miktarlarindaki bu azalma, tuz
stresi altinda klorofil pigmentlerinin yikimi, klorofil sentezinin azalmasi ve pigment protein
kompleksinin kararsizligindan kaynaklanabilmektedir. Tuz stresi altinda ekzojen siikroz
uygulamasinin, sadece tuz stresi uygulanan 6rneklere gore genel olarak klorofil a, klorofil b
ve toplam klorofil miktarlarmni artirarak iyilestirici bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. ki
farkli konsantrasyonda uygulanan tuz stresinin, ayg¢igegi ve kanola bitkilerinin MDA
iceriklerini kontrole gore artirdig1, tuz stresi altinda ekzojen siikroz takviyesinin ise yalnizca
tuz stresi uygulanan orneklere gére MDA igeriklerini azalttigi belirlenmistir. Tuzluluk
kosullarinda uygulanan ekzojen siikrozun, antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak MDA

icerigini azalttig1 ve membran hasarina karsi koruyucu bir etki olusturdugu gézlenmistir.

Tuz stresinin, ay¢icegi ve kanolada prolin igerigini kontrole gore artirdigi saptanmistir.
Tuzluluk kosullarinda genellikle prolin birikimi tetiklenmektedir ve bu durum diisiik
antioksidan enzim aktivitesinden kaynakli olabilmektedir. Tuz stresi altinda ekzojen siikroz
takviyesinin ise sadece tuz stresi uygulanan Orneklere gore prolin icerigini azalttig
belirlenmistir. Ekzojen siikroz takviyesinin prolin igerigini azaltmasi, siikrozun ozmoprotektif
etki gostererek aygicegi ve kanolada tuz stresi altinda prolin gibi diger ozmolitleri biriktirme

ihtiyacini azaltmasiyla agiklanabilir.

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan tuz stresinin, aygigegi ve kanolada toplam
protein miktarini artan tuz konsantrasyonuyla birlikte kontrole gére artirdig: tespit edilmistir.
Tuzluluk kosullarinda toplam protein miktarindaki artis, strese duyarli proteinlerin senteziyle
ya da tuzlulugun inorganik nitrojenin proteine fiksasyonunu tesvikleyip protein sentezini
desteklemesiyle agiklanabilir. Tuzluluk kosullarinda ekzojen siikroz uygulamasinin, sadece
tuz stresi uygulanan 6rneklere gore toplam protein miktarini azalttigi gozlenmistir. Bu durum,
ekzojen siikrozun proline benzer ozmoprotektif etki gostererek prolin iceriginde azalisa ve
boylece prolin gibi serbest aminoasitlerin iiretimini azaltarak toplam protein miktarinda

diisiise yol agmastyla agiklanabilir.
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Tuz stresinin aygicegi ve kanolada kontrole gére SOD aktivitesini artirdigi, CAT
aktivitesini azalttigi ve APX aktivitesini genel olarak degistirmedigi belirlenmistir. Tuzluluk
kosullarinda SOD aktivitesinin artip CAT ve APX aktivitesinin artmamasi, SOD aktivitesi
sonucunda olusan ve hiicresel bilesenler i¢in zararli olan hidrojen peroksidin CAT ve APX
gibi hidrojen peroksit detoksifiye eden enzimler tarafindan tamamen elimine edilememesine
ve birikmesine yol agmaktadir. Tuz stresi altinda ekzojen siikkroz uygulamasinin ise, SOD
aktivitesini azaltirken (kanolada 75 mM NaCl+siikroz uygulamasi hari¢), CAT ve APX
aktivitelerini artirdigi tespit edilmistir. Tuz+siikroz uygulanan 6rneklerde MDA igeriginin
azalmasi, CAT ve APX aktivitesindeki bu artisin ROS detoksifikasyonunda yeterli

olabilecegini gostermektedir.

Aycicegi ve kanolada antioksidanlarin transkript seviyelerinin ve aktivitelerinin
cogunlukla uyum igerisinde oldugu go6zlenmistir, fakat gen ekspresyonu ile enzim
aktivitesinin korelasyon iginde olmadigi durumlar da s6z konusudur. Enzim aktivitesi ile gen
ifadesi arasindaki bu uyumsuzluk, mRNA transkriptlerinin kismen translasyonel inhibisyonu
veya bazi transkripsiyonel olmayan modiilasyonlardan kaynaklanabilmektedir. Farkli
konsantrasyonlarda uygulanan tuz stresinin, iki bitkide genellikle kontrole gére P5CS,
SOD-Mn ve APX gen ifadelerini artirdigi, CAT gen ifadesinde ise anlamli bir degisiklige
neden olmadigr tespit edilmistir. Tuzluluk kosullarinda ekzojen siikroz uygulamasinin ise,
antioksidan gen ifadelerini aygigceginde farkl sekilde etkilerken, kanolada ¢ogunlukla artirdig:
gozlenmisgtir. Genel olarak, siikroz uygulanan aycicegi orneklerinde yalnizca tuzla muamele
edilen orneklere gore P5CS ve SOD-Mn gen ifadelerinin azaldigi, CAT ve APX gen
ifadelerinin de arttig1; diger taraftan kanolada ise sadece tuz uygulanan gruplara kiyasla
tuztsiikroz uygulanan gruplarin P5CS, SOD-Mn ve CAT gen ifadelerinin arttigi, APX gen
ifadesinin de azaldig1 tespit edilmistir. Ozellikle 150 mM NaCl+siikroz gubunun CAT mRNA
seviyesinin hem ayg¢igegi hem de kanolada kontrole ve diger deney gruplarina gére dnemli bir

artis gostermesi, calismamizin en ilging sonuclari arasinda yer almaktadir.

Nihayetinde, iki bitkinin tuzluluga gosterdikleri tolerans diizeyleri yakin benzerlik
gosterse de ayciceginde biiyiimeye bagli tuz toleransinin nispeten kanoladan daha fazla
oldugu goézlenmistir. Ekzojen siikroz uygulamasinin, aygiceginde biiylimeye baglh tuz
toleransint kanolaya kiyasla daha fazla artirdigi anlasilmistir. Ekofizyolojik ve molekiiler
diizeyde elde ettigimiz sonuglar ise, ekzojen siikkrozun aygigegi ve kanolada tuz stresinin

zararh etkilerini hafiflettigi ve bitkilerde iyilestirici bir etki olusturdugunu goéstermistir.
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Bu arastirmada, tiim diinyada 6nemli bir ekolojik sorun haline gelen tuz stresinin ve bu
stresin etkilerinin azaltilmasinda siikrozun roliiniin iki 6nemli endiistri bitkisi olan ay¢icegi ve
kanola tizerinde etkileri yapilan ¢aligsmalarla ortaya konmustur. Literatiirde hem tuz stresinin
her iki bitkide birlikte incelendigi bir ¢alismaya hem de aygigegi ve kanolada ekzojen
stikrozun etkilerinin incelendigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamis olmasi, bu arastirmay1
Ozgiin ve onemli hale getirmektedir. Tuz stresi altinda aygigegi ve kanola bitkilerine
uygulanan siikroz takviyesinin hem ekofizyolojik hem molekiiler seviyede etkilerinin
incelendigi bu ¢alismamiz, literatiire olduk¢a onemli katkilar saglayarak tuza duyarl tiirlerin
tolerans gelistirmesini amaglayan caligmalara onciiliik edecektir. Bitkilerin tuz stresine karsi
gelistirdigi tolerans mekanizmasinin simdiye dek tam olarak anlasilamamis olmasi, strese
ragmen bitkilerin yasamlarinin iyilestirilmesine yonelik yoOntemlerin arastirilmasina ve
gelistirilmesine halen ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Siikroz takviyesinin, bitkilerin tuz
stresinin olumsuz etkilerinin iistesinden gelme yeteneklerinin artmasinda potansiyel bir arag
olabilecegi diistiniilmektedir. Fakat siikrozun, farkl bitki tiirlerinde tuzluluk ve diger abiyotik
streslerin etkisinin giderilmesinde ve hangi mekanizmayla bu iyilestirmeyi sagladiginin
anlagilmasinda daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismanin dnciiliigiinde hem bitkilerin
tuzluluga tolerans mekanizmasinin tamamen anlagilmast hem de toleranst artiracak
yontemlerin gelistirilmesi agisindan daha fazla arastirma yapilacagi ongoriilmektedir. Elde
edilen bilgilerle, tuza duyarli tirlerin tolerans gelistirmesini/artirmasint hedefleyen
caligmalarin artacagi, tarimda tuzlulugun yol actig1 verim kayiplarinin ve iiriin kalitesindeki

azalmanin Oniine gecilebilecegi diistiniilmektedir.
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GZT

EKLER

EK-1

Aycicegi ve Kanola Bitkilerine Ait Deney Gruplarinin Ekolojik Biiyiime Verileri

Kok Govde Kok Govde Tolerans
Kok yas Kok kuru | Govde yas | Govde kuru ] )
uzunluk J uzunluk 5 5 5 5 biyokiitle biyokiitle indeksi
(cm) (cm) agirhik (g) | agirhik (g) | agirhik (g) agirhik (g) (@ha) (@ha) %)
Kontrol 40,3+1,77 | 54,5+0,71 | 3,511£0,037 | 0,435+0,005 | 18,15+0,161 | 2,860+0,004 [ 140141+1568 | 922371+1072 100
= 75 mM Tuz 28,9+0,57 | 36,0+£0,00 [ 2,908+0,009 | 0,350+0,005 | 8,802+0,365 | 1,606+0,053 | 89222+1353 | 409688+13556 68,50
% 150 mM Tuz 26,0+1,41 | 40,9+1,98 | 2,607+0,023 | 0,303+0,007 | 10,310,127 | 1,972+0,003 | 77226+1705 | 503099+667 70,61
? 75 mM Tuz+Siikroz | 255+0,00 | 44,5+0,71 [ 2,132+0,053 | 0,326+0,005 | 11,93+0,147 | 2,203+0,011 | 83036+1263 | 561932+2661 73,88
150 mM Tuz+Siikroz | 31,5+2,12 | 42,9+0,14 | 2,786+0,037 | 0,331+0,001 | 10,77+0,078 | 2,226+0,041 84311+180 | 567895+10516 78,52
Kontrol 23,8+0,97 | 30,8+0,44 [ 0,123+0,001 | 0,076+0,001 | 7,911£0,016 | 1,071£0,025 | 25000+1369 | 345323+7983 100
© 75 mM Tuz 14,4+0,76 | 22,2+0,24 | 0,061+0,003 | 0,051+0,002 | 3,07+0,066 | 0,703+0,010 12819+631 179337+2525 66,85
C_SG 150 mM Tuz 15,6+0,32 | 21,8+0,04 | 0,049+0,003 | 0,035+0,001 | 3,007+0,142 | 0,786+0,021 8865+90 20051045412 68,41
X 175 mM Tuz+Siikroz 16,6+1,32 | 22,5+0,00 J 0,069+0,003 | 0,048+0,003 | 4,004+0,014 | 0,899:+0,023 12309+812 22933745772 71,52
150 mM Tuz+Siikroz | 16,7+0,65 | 21,7+0,18 [ 0,092+0,001 | 0,045+0,003 | 4,163+0,033 | 0,925+0,026 11480722 2264036674 70,15




9T

EK-2

Aycicegi ve Kanola Bitkilerine Ait Klorofil, MDA ve Toplam Protein Miktarlar1 Verileri

Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil MDA Toplam Protein
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (nmol ml?) (ng/ml)
Kontrol 3,447+£0,039 | 2,222+0,089 5,606+0,195 0,201+0,019 2178+5
= 75 mM Tuz 1,777+0,008 1,735+0,037 3,495+0,027 0,292+0,002 3333+116
% 150 mM Tuz 1,480+0,004 | 1,443+0,115 2,922+0,118 0,418+0,021 3459+160
< 75 mM Tuz+Siikroz 5,25440,311 2,716+0,056 7,925+0,185 0,274+0,014 1615+5
150 mM Tuz+Siikroz | 4,498+0,038 2,585+0,055 7,061+0,100 0,347+0,007 1057+126
Kontrol 5917+0,189 | 5,612+0,038 11,564+0,315 0,190-+0,009 1754+143
< | 7° MM Tuz 3,125+0,016 | 4,680+0,078 7,803+0,048 0,304+0,008 3461+68
C_SG 150 mM Tuz 2,909+0,093 3,451+0,180 6,358+0,086 0,339+0,005 4800+63
% |75 mM Tuz+Siikroz 3,387+0,039 4,595+0,067 7,979+0,028 0,261+0,014 1632+136
150 mM Tuz+Siikroz | 4,652+0,023 4,274+0,195 8,923+0,218 0,250+0,011 2161+90




LT

EK-3

Aycicegi ve Kanola Bitkilerine Ait Prolin Iceriklerinin, Antioksidan Enzim Aktivitelerinin ve Gen ifade Seviyelerinin Verileri

Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Antioksidanlarin Gen ifade Seviyeleri

Prolin

Igerigi SOD CAT APX P5CS SOD-Mn CAT APX

(nmol gFW™) (% inhibisyon) (U/mg) (U/mg) (kat) (kat) (kat) (kat)

Kontrol 10,38+0,03 129,3+0,60 0,0075+0,0000 | 0,045+0,0004 1,00 1,00 1,00 1,00
= | 75 MM Tuz 35,60+1,48 192,9+7,80 0,0039+0,0002 | 0,042+0,0014 | 16,02+1,26 | 4,38+0,21 | 3,69+156 | 1,17+0,19
% 150 mM Tuz 51,76+1,22 229,242,45 0,0037+0,0007 | 0,037+0,0021 | 39,27+0,96 | 4,07+0,02 | 0,75+0,01 | 7,95+0,16
< |75 mM Tuz+Siikroz 12,64+0,21 152,5+2,70 0,0056+0,0001 | 0,077+0,0030 | 2,93+0,51 3,18+0,16 | 1,30+£0,47 | 16,24+1,11
150 mM Tuz+Siikroz | 1800003 152,3+2,48 0,0124+0,0001 | 0,052+0,0016 | 14,09+1,04 | 2,67+0,07 | 38,46+132 | 25,82+0,76

Kontrol 44,28+0,16 77,85+1,35 0,0013+0,0000 | 0,026+0,0004 1,00 1,00 1,00 1,00
< [75mMM Tuz 54,02+0,77 97,46+3,98 | 0,0005+0,0001 | 0,030+0,0009 | 3,24+0,02 | 587+057 | 14,90+1,09 | 23,03+0,79
C_gs 150 mM Tuz 54,19+0,23 137,7+2,14 0,0007+0,0000 | 0,025+0,0000 | 13,93+0,27 | 14,84+1,02 | 3,65+0,16 | 7,25+0,60
X |75 mM Tuz+Siikroz | 47,18:142 113,04+2,48 | 0,0022+0,0000 | 0,045+0,0011 | 17,27+0,68 | 14,93+059 | 9,71+1,00 | 5,04+0,54
150 mM Tuz+Siikroz | 51,24+008 97,60+4,05 0,0028+0,0001 | 0,031+0,0020 | 23,10+0,23 | 19,57+0,58 | 42,68+1,46 | 1,13+0,20




