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ONSOZ

Tuz stresi ile antosiyanin igerigi arasindaki iliskilerin fizyolojik ve
biyokimyasal diizeyde incelenmesi bitkilerde stres kosullan altinda ortaya ¢ikan bazi
degisimlerin bir diger yonden degerlendirilmesine katkida bulunacaktir. Bunlardan
ozellikle antosiyanin pigmentlerinin yapisal ve islevsel Ozelliklerinin ortaya
¢ikarilmasi bu bilesiklerin tuz kogullari altindaki davramiglarinin tanimlanabilmesi
i¢in yapilan ¢alismalara da yeni bir anlayis saglayarak gelecekte stres kosullarina
direngli bitkilerin gelistirilmesini kolaylastiracaktir.

Bu caligmada domates ve kirmizi lahana bitkilerine ait tohumlarin
kontrol ve tuz igeren ortamlarda ¢imlendirilmesi saglanarak tuz stresinin ¢imlenme
ve gelisme gibi bitkinin ontogenetik basamaklari ile klorofil ve antosiyanin igerikleri
ayrica total ¢6ziinlir protein ve peroksidaz aktivitesi lizerine olan etkileri incelendi.
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YUKSEK BITKILERDE TUZ STRESI ILE ANTOSIYAN ICERIGI
ARASINDAKI ILISKILER

OZET

Bu calismada domates ve kirmizi lahana bitkilerinin kék, hipokotil ve
kotiledonlarinda tuz stresi ile antosiyanin icerigi arasindaki iligkiler incelendi.

Bitkiler ¢imlenmeden fide biiylimesine kadar olan gelisimlerinin her
asamasinda degisik konsantrasyonlardaki NaCl ile muamele edildiler. Domates ve
kirmizi lahana tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri kontrolde NaCl e gore daha yiiksek
ciktr. lyi ¢imlenmis tohumlar segildi ve 1/5 oraminda seyreltilmis Hoagland besi
cozeltisi igerisinde 0 (kontrol) ve 50, 100 mM NaCl igeren su kiiltiirii diizenegine
aktarildi. 30 giin sonra iyi geligmis fideler segildi ve deneysel analizleri yapilmak
tizere hasat edildiler. Fidelerin biiylime, taze ve kuru agirlik oranlari, klorofil,
antosiyanin ve total ¢6ziiniir protein igerikleri ile peroksidaz aktiviteleri 6lgiildii.

Tuz stresinin diizeyine ve siiresine ayrica fidelerin NaCl e toleransina
bagli olarak biiylimenin gerilemesinden bitkinin 6liimiine kadar varan yanitlar ortaya
¢ikti. NaCl ile muamele sonucu klorofil pigmentlerinin yikimimin arttigi goriildii.
Bunun aksine, bitki stresinin bir gostergesi olarak bilinen antosiyanin birikimi
fidelerin gesitli kisimlarinda NaCl konsantrasyonu artisiyla beraber tegvik edildi.
Antosiyanin igerigi ile bu bilegiklerin antioksidan kapasitesi arasindaki iligkilerin
aragtirilmasi igin total ¢oziiniir protein ve peroksidaz aktiviteleri Slgiildii. Tuzluluk
total protein igeriginde belirgin azalmalara yol agarken peroksidaz aktivitesinin artig
gosterdigi tespit edildi.

Bu aragtirmada, tuzlu kosullar altinda antosiyanin iiretiminden sorumlu
olan mekanizmalarin saptanabilmesi i¢in bazi yiiksek bitkilerin NaCl stresine kars1
fizyolojik ve biyokimyasal yanitlar1 incelendi.

IX



THE RELATIONSHIPS BETWEEN SALT STRESS AND ANTHOCYANIN
CONTENT IN HIGHER PLANTS

SUMMARY

The relationships between salt stress and anthocyanin content in the
roots, hypocotyls, cotyledons of tomato and red cabbage were investigated.

Plants were exposed to various concentrations of NaCl at all of their
developmental stages from germination to seedling growth. Tomato and red cabbage
exhibited higher germination percentages in control than in NaCl. The well
germinated seeds were selected and transferred to water culture chamber containing
1/5 strength Hoagland’s nutrient solution supplied with 0 (control) and 50, 100 mM
NaCl. After 30 days the well grown seedlings were selected and harvested for
experimental analysis. Growth, fresh and dry weight, chlorophyll, anthocyanin, total
soluble protein and peroxidase activity of the seedlings were examined.

Responses range from growth retardation to plant death depending on the
level and duration of salt stress and also the tolerance of seedlings to NaCl
treatments. The degradation of chlorophyll pigments were increased as a result of
exposure to NaCl. In contrast, anthocyanin accumulation that is known as a hallmark
of plant stress was stimulated by increasing concentrations of NaCl in various parts
of the seedlings. The relation between anthocyanin content and antioxidant capacity
was investigated by measuring the total soluble protein and peroxidase activity.
Salinity caused a significant decrease in total protein content while enhanced activity
of peroxidase was determined.

In this research, physiological and biochemical responses of NaCl stress
in some higher plants were investigated in order to determine the mechanisms that is
responsible for anthocyanin production in saline conditions.



L. GIRiS

Diinya yiizeyinin %7’sinden fazlasmin tuzlu topraklardan olustugu
bilinmektedir [1, 2]. Bugiin diinyada ekilen arazinin yaklagik %20’si ile sulanan
topraklarm yarismm tuzluluktan etkilendigi saptanmustir [3]. Ulkemizde de
topraklarm yarisindan fazlast kurak ve yari kurak oldugundan [4] bu alanlarda
coraklagma meydana gelmekte ve sonugta tarima elverigli olmayan bblgelerin alam
gittikce gogalmaktadir [5, 6]. Sulanabilen arazilerde de artan tuzluluk oram tarimsal
firetim igin ciddi bir ¢evresel sorun olugturmaktadir [7, 8]. Bilingsiz sulama
teknikleri ile toprakta agiri su doygunlugu ve tuz birikimi meydana gelebilmektedir.
Birlesmis Milletler Besin ve Tarim Organizasyonunun (FAO) tahminlerine gore
diinyada 60-80 milyon hektarlik alan sel ve tuzluluktan gesitli derecelerde
etkilenmektedir [9]. Giineydogu Anadolu Projesi (GAP) ile sulanabilme olanagina
kavugan Harran’da da suyun fazla ve kuralsiz kullanimi toprakta erozyon ve tuzluluk
gibi sorunlara yol agmus, elde edilmek istenen iiriiniin kalitesini ve miktarini olumsuz
etkilemigtir. Bir bSlim tarmm arazisi ise kullamlamaz hale gelmigtir [10]. Bu
durumda, s6zii gegen tarmmsal bolgelerin gelecekteki verimliligini saglamak hizla
artan diinya niifusu da g6zoniine alimacak olursa biiylik dnem tagimaktadir. Bu konu
ile ilgili yapilmig ¢aligmalar incelendiginde daha ¢ok tuza direncli tiirlerin segimi
[11, 12] ya da bu Ozelliklerin bitkilere genetik yollarla kazandirilmas: {13, 14]
yOniinde ilerlemeler kaydedilmigtir.

Tuzluluk; bitkilerde osmotik stres, iyon toksisitesi, mineral almiminda
dengesizlik gibi gesitli sorunlara neden olarak biiyiime olayinin indirgenmesinden
bitkinin Slimiine kadar varan sonuglara yol agan bir gevresel stres etmenidir
[15, 16, 17]. Tuz (NaCl) stresi altinda bitkilerde birgok fizyolojik ve biyokimyasal
degigiklik meydana gelmektedir [18, 19, 20]. Bu degisiklikler, ¢imlenmenin
azalmas: [21], mutlak ve bagil biiylime oranimin indirgenmesi {22, 23], yaprakta
klorosis [24] ve senesens [25], sonugta toplam verimin diigmesi [26, 27] seklinde
kendini gostermektedir.

Tuzlu kogullar altinda tohumlarin gimlenme yiizdesi azalmakta, gok
yiikksek NaCl konsantrasyonlarinda ise ¢imlenme tamamen inhibe olabilmektedir
[28]. Tohumlarm imbibisyonu ve cimlenmelerindeki gerilemenin; iginde
bulunduklar1 ¢6zeltinin osmotik potansiyelinin hiicreninkinden daha yiiksek
olmasindan kaynaklandig: bilinmektedir. Bu durumda tohumlar ¢imlenmeleri igin
gerekli olan su ve mineralleri absorbe edememektedir [29]. Cozeltinin NaCl
igeriginin tohumlarda elektrofizyolojik degisimlere yol agarak gimlenmeyi olumsuz
etkiledikleri de kaydedilmistir. Buna gdre, tohumlarda Na' iyonu alimmin artis:
hiicre i¢i K' iyonu birikimini azaltmaktadir [30].  Arabidopsis bitkisinde
cimlenmenin Na' iyonu toksisitesine osmotik stresten daha duyarh oldugu
saptanmigtir. 250 mM NaCl konsantrasyonunda ¢imlenmeye ket vurulurken aym
osmotik defere sahip sorbitol ¢Ozeltisinde bunun azalarak da olsa siirdiidii
gOriilmiigtiir [31]. Cimlenme olayinda iyonik stres daha nemli iken biiylimede
osmotik stresin etkin rolii oldugu izlenmigtir. Bu durum tuz stresinin iki bilegenine
(osmotik ve iyonik) karg: bitkinin gelisiminin farkh asamalarindaki yantinn



degisebildigini gostermektedir. Bitki tiirleri arasinda da NaCl e dayamklilik
agisindan gesitlilik ortaya ¢ikmustir.

Baz1 bitki tlirlerinde fidelerin tuza direncini arttirmak i¢in ¢esitli
yontemler denenmigtir. Domates bitkisinde ¢imlenme asamasinda NaCl
uygulanmas: ile fidelerin daha yiiksek oranlardaki tuz ¢6zeltilerinde yetisebildigi
gorlilmistlir [32, 33]. Bununla ilgili olarak, NaCl uygulanmis Sorghum bicolar
bitkisinde iki tiirlii cevabin olustugu gézlenmistir. Bu durumda bitkinin ya énceden
tuza direngli bir yapiya sahip oldugu ya da NaCl uygulanmasi ile bdyle bir
mekanizma gelistirdigi ‘adaptasyon’ ileri stiriilmektedir [34]. Bitkinin tuza
adaptasyonu ile ilgili olarak, tohumlarin ekiminden o6nce NaCl ¢6zeltisinde
tutulmasinin tuza direnci arttirdigr isaret edilmistir [35]. Bitkilerin tuz stresine karst
yanitiun, stres olustugu zaman bitkinin bulundugu gelisim evresindeki genlerin
islevine dayandig1 da belirtilmektedir [36].

Bitkilerin vegetatif evredeki kok, gbévde ve yaprak gibi organlarmn
biiyiime oranlarimin da tuzluluktan cesitli sekillerde etkilendigi bilinmektedir
[37, 38]. Bu durum bitki tiirlerinin tuza direncine gore degisiklik gostermektedir.
Seker pancarmin gelisiminin erken evrelerinde tuz stresine karst oldukg¢a duyarl
oldugu [39], belli bir konsantrasyonun iizerinde ise kdk ve gévde uzunlugu ile yaprak
ylizeyi ve kuru agirhifinin belirgin oranda azaldigi gézlenmistir [40, 41]. Benzer
sonuglar fasulye bitkisinde de izlenirken tuza direngli pamuk bitkisinin bundan fazla
etkilenmedigi saptanmistir [42]. Domates, misir ve bugday bitkilerinde ise diisiik
konsantrasyonlardaki NaCl ¢ozeltisinin goreceli olarak biiyiimeyi tesvik ettigi
belirtilmigtir. Bu bitkilerde NaCl uygulanmasi1 sonucu kék uzunlugunda artig
kaydedilirken gévde uzunlugunun azaldig: gériilmiistiir [43, 44, 45].

NaCl iin, ¢igeklenme olayinda gecikmeye yol agarak reprodiiktif evrenin
gerilemesine neden oldugu da ileri siirlilmektedir [46, 47]. Tuzun iyonik
toksisitesine bagli olarak polen canlilifinin azaldigi, ¢igek sterilitesinin (kisirlik)
arttifn ve ciceklenme yiizdesinin geriledigi kaydedilmistir [48, 49]. NaCl stresi
altinda ¢icek, meyve ve tohum sayisinin indirgenmesinin yanisira meyvelerin
kiictildugi dolayisiyla bitkiden elde edilen verimin olduk¢a azaldig: bildirilmistir
[50, 51, 52].

Stres kosullarindan en ¢ok etkilenen yapilardan bir tanesi de hiicre
membranlaridir.  Yitksek NaCl uygulamalarina bagli olarak membran yapisinin
bozulmasi ile permeabilitenin zarar gérmesi sonucu hiicrelerden dis ortama elektrolit
sizmasinda artig kaydedilmistir [53]. Biyokimyasal ¢aligmalar, plazma membram ve
tonoplast ATPazinin bitkilerin tuz stresine yanitinda énemli bir role sahip oldugunu
gostermigtir. Yiiksek NaCl konsantrasyonlarina maruz kalan bitki hiicrelerinde
ATPaz aktivitesindeki degisimlerin arttig1 gézlenmistir [54].



NaCl den kaynaklanan stres kogullarinda bitki icin gerekli olan
minerallerin topraktan aliumi giiclesirken toksik olan bazi1 inorganik iyonlar
membrandan gecebilmektedir [55, 56]. Bu durumda tuza direngli bazi bitki tiirleri
hiicresel bir yanit olarak kiigiik, toksik olmayan osmotik koruyucu bilesikleri
(glisinbetain, prolin gibi) sentezleyip biriktirme &zelligine sahiptir.  Bunlarin
proteinleri ve hiicresel yapilar1 stabilize ettikleri ayrica hiicrenin osmotik
potansiyelini arttirarak tuza kars1 adaptasyonu sagladiklar: diistintilmektedir [57, 58].
Boylece su kaybi, plazmoliz ve inorganik iyonlarin sitoplazmadan vakuole gecisi
engellenmis olmaktadir.

Yiiksek NaCl oranlari toksik iglevlerinin yani sira topragm su tutma
kapasitesini de etkileyerek ‘fizyolojik kuraklik’ denilen olaya neden olmaktadir
[59, 60]. Boyle durumlarda bitki toprakta yeterli oranda su bulunmasina kargin
koklerdeki osmotik potansiyelin azalmasina bagli olarak topraktan gerekli suyu
alamamaktadir [61, 62]. Koklerdeki osmotik diisiisle beraber stomalar kapanarak
transpirasyon olay1 yavaglamaktadir [63, 64]. Bunlarin sonucunda bitkide turgor
kaybi, klorosis ve solma gibi belirtiler ortaya gikmaktadir [65, 66].

Tuzlulugun tipine, uygulama siiresine ayrica bitkinin tiiriine ve yasina
bagli olarak fotosentez olaymin da mezofil ve stoma diizeyinde tuzluluktan
etkilendigi bilinmektedir [67]. Artan NaCl oranmina bagli olarak; stoma sayisinin
azaldigi, fotokimyasal tepkimelerin yavagladigi ve karbon dioksit alimmindaki 6zel
metabolik etkinliklerin bozuldugu dolayisiyla fotosentezin indirgendigi ortaya
konmustur [68]. Fotosentez orani ¢evresel etmenlere bagli oldugundan yesil
bitkilerin biiylimesi de bundan etkilenmektedir. Bu durum bazen tiirlere gore
farkhilik gostermektedir. NaCl uygulamalar1 sonucu bitkinin biiyiimesi ile fotosentez
kapasitesi arasinda herhangi bir iligki olmadigina ya da ¢ok kii¢iik bir bag olduguna
dair; Hibiscus cannabinus [69], Trifolium repens [70] ve Triticum aestivum [71] ile
yapilmig birgok ¢aligma vardir. Bunun aksine NaCl stresi altinda fotosentez ile {irlin
verimi arasinda dogrudan bir baglanti olduguna dair; Zea mays [72], Spinacia
oleracea [73] ve Gossypium hirsutum [74] gibi daha birgok bitkide yapilmig
caligmalarla ilgili benzer makaleler yayinlanmugtir.

NaCl uygulanmug kiiltlir bitkilerinde protein sentezinin azaldigi [75],
bunun sonucu olarak da bitkideki total amino asit miktarimin arttigi belirlenmigtir
[76]. Bunlardan en bilineni prolin birikimidir. Prolin miktarindaki artig, birgok bitki
tirtinde kuraklik, tuzluluk gibi osmotik nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikan bir
durumdur [77, 78]. Tuzlu kosullar altinda bitkinin total protein miktar1 azalirken
baz1 6zel stres proteinlerinin sentezinin arttigi kaydedilmistir. Bunlardan bir tanesi
de NaCl stresi sonucu piring bitkisinin koklerinde sentezlendigi ileri stiriilen
(14.5 kDA agirligindaki) 6zel ‘SALT’ proteinidir [79]. Transgenik Arabidopsis
bitkisinde de NaCl uygulamalarina yanit olarak AtGSK1 adli stres proteininin ¢ok
miktarda sentezlendigi saptanmuistir [80]. Bunun yam sira bu bitkide antosiyanin
birikimi gibi bazi fenotipik degisiklikler de goriilmiistiir.



Tuzun yol agtifn biyokimyasal degisimler genellikle aktif oksijen
tirlerinin olugumu seklinde kendini gostermektedir [81]. Bitki hiicrelerinde
kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar hiicre igi aktif oksijen bilesiklerinin
tiretildigi Onemli merkezlerdir [82, 83]. Aerobik solunum sirasinda elektron
transport zincirinden kopan elektronlar O, ile tepkimeye girerek superoksit (O;) ve
hidroksil iyonu (OH’) [84] gibi serbest radikaller ile hidrojen peroksit (H,O,) [85]
bigiminde oksijen ara tiriinlerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu sitotoksik
oksijen tlirleri yiiksek tepkime ozellikleri nedeniyle herhangi bir korunma
mekanizmasiun eksikliginde membranlara, fotosentetik pigmentlere ve lipid,
protein, nukleik asitler gibi makromolekiillere zarar verebilmektedir [86, 87, 88, 89].

Bitki hiicrelerindeki aktif oksijen tiirlerinin diizeyleri normal kosullarda
koruyucu antioksidan aktivite ile kontrol altmma alinabilmektedir. Bu durumda
bitkiler; superoksit dismutaz (SOD), glutation rediiktaz (GR), guaiakol peroksidaz
(POD), glutation-S-transferaz (GST), askorbat peroksidaz (APOX) ve katalaz (CAT)
gibi antioksidan peroksidaz enzim sisteminin potansiyelini arttirarak sozii edilen
zararl etkileri ortadan kaldirmaya ¢aligmaktadir. Bu enzimlerin yam sira askorbat,
glutation, B-karoten, a-tokoferol, antosiyanin gibi antioksidan molekiiller de toksik
oksijen bilesiklerinin yok edilmesinde 6nemli rol almaktadir [90, 91, 92]. Fakat,
stres kosullari altinda serbest radikal iiretimi artmakta ve koruyucu aktivite yetersiz
hale gelebilmektedir.

Oksidatif ve abiyotik stres etmenlerine karst peroksidaz aktivitesindeki
artis ortak bir yanit olarak kabul edilmektedir [93, 94]. NaCl stresi altinda da total
peroksidaz aktivitesinin arttig1 kaydedilmigstir [95]. Aktif oksijen tiirlerinden bir
tanesi olan hidrojen peroksit (H,0,); katalaz enzimi (E.C.1.11.1.6) ve peroksidaz
izozimleri (E.C.1.11.1.7) tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Katalaz enzimi
H;O, yi dogrudan su ve molekiiler oksijene ayirirken; peroksidazlar H,O, yi
askorbat, fenolik bilesikler, baglica flavononlar ve antosiyaninler gibi antioksidan
yardimci substratlarin oksidasyonu ile parcalayabilmektedir [96]. Bu durumda stres
kosullar1 altinda total peroksidaz artiginin bu fenolik antioksidan bilesikleri ne
sekilde etkiledigi akla gelmektedir. Bu konuda Yamasaki ve arkadaslari [97],
vakuoldeki hidrojen peroksidin bir flavonol-peroksidaz sistemi ile nasil yok
edildigini su sekilde sematize etmektedirler:

2 FlavOH + H,0, — 2 FlavO" + 2 H,0

Olugan flavonoid fenoksil radikali (FlavO*)* askorbik asitle (AsA)
tepkimeye girerek monodehidroaskorbik asit radikali (MDA ) agia ¢ikmaktadir:

FlavO"+2 AsA — 2 FlavOH + 2 MDA"
2 MDA" —AsA + DHA
MDA’ kendiliginden AsA ve DHA’ya dontiigtirken; olusan DHA

(dehidroaskorbik asit) sitosolik dehidroaskorbat rediiktaz ile tekrar AsA’y1 meydana
getirmektedir.



Antosiyaninler sekonder bitki metabolitlerinden flavonoidler alt grubuna
dahil olan fenolik bilegiklerdir [98, 99]. Yiksek bitkilerin gesitli kistmlarmin
6zellikle kirmizi, mavi ve mor renklerinden sorumlu olan bu pigmentler; kok, govde,
yaprak, c¢icek ve meyve gibi biitiin bitki organlarinda bulunabilmektedirler
{100, 101, 102]. Pancarlarin da i¢inde bulundugu Centrospermae grubundaki bitkiler
sadece betasiyanin denilen alternatif bir kirmizi pigment icermektedir [103].

Bir ya da birkag seker grubunun antosiyanidin (aglikon) denilen
molekiile baglanmasindan meydana gelen antosiyaninler, A ve B diye adlandrilan
cift bag tagiyan iki karbon halkasi ve ortada oksijen bulunan bir merkezi halka
yapisindadrr (Sekil I.1). Cicek ve meyvelerin renklerinin bu pigmentler aracilig; ile
sahip oldugu zengin ¢esitlilik; B halkasma baglanan gekerler, aromatik asitler,
hidroksil ve metoksil gruplarmin (R) says: ile dier antosiyanin molekiilleri ya da
bagka pigment ve iyonlarla olugturduklari kompleks yapilar (ko-pigmentler) gibi
kiigtik etkilesimleri icermektedir {104, 105, 106},

Bitki hiicrelerinin sitoplazmasimnda flavonoid biyosentez yolu sonunda
sentezlenen antosiyaninler, aktif transportla vakuole taginarak orada ergastik depo
maddesi olarak birikirler [107]. Bunlar suda ¢dziiniir bilegiklerdir, birgok bitkide
epidermis hiicrelerinin vakuolinde ¢6ziinmilis halde bulunurlar [108, 109].
Vakuoldeki ya da bir ¢dzeltideki antosiyaninin rengi ve kararhilig1 (stabilitesi) bityiik
Olcide onun asiditesine (pH derecesine) dayanmaktadw. Ortanun asit oldugu
durumlarda kirmizi, nétr iken mor, bazik kosullarda ise mavi renk alirlar {110, 111].
Bu O&zellikleri nedeniyle antosiyaninlerin dogal indikatdrler olarak farmasdtik
preparatlarda ve bazi besinlerin renklendirilmesi i¢in gida sektoriinde de kullanim
alanlar1 vardir [112, 113].

OH

mono ya da disakkaritler

Sekil L.1: Antosiyaninlerin yapist.



Antosiyaninler; fotosentez sonucu olusan asetik asit (2 karbonlu) Qinitesi
ile baglayan iki farkli metabolik yol {izerinden sentezlenmektedir [114, 115].
Birincisi asetik asitten fenilalanin amino asidi Snciiliiniin olusumuna kadar olan
sikimik asit yolu diferi ise malonil CoA (3 karbonlu) iinitesini veren asetik asit
yoludur. Antosiyaninlerin biyosentezinde baglica fenilalanin amonyak liyaz (PAL)
ve kalkon sentaz (CHS) enzimleri i g8rmektedir. Fenilalanin amino asidi PAL
enzimi araciliftyla sinnamik asitlere; sinnamik asitler ise ilgili enzimler {izerinden
p-kumarik asit CoA’ya dSniismektedir. Fenilpropanoid yolu diye de adlandirilan bu
biyosentez yolu CHS enzimi araciliiyla malonil CoA ile biraraya gelerek CHI
(kalkon izomeraz) enziminin etkinligiyle naringenin bilegigine izomerize olmaktadir.
Naringenin ise oksitlenerek antosiyaninleri meydana getirmektedir (Sekil L.2).
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OH o

Naringenin

Sekil I. 2: Antosiyaninlerin biyosentezi (Sullivan’dan, 1998).



Antosiyaninlerin; tuzluluk [116], osmotik stres [117], diisiik sicaklik
[118], 151k (6zellikle UV-B radyasyonu) [119], herbisitler [120], patojen
mikroorganizmalar [121], herbivorlar [122] gibi ¢esitli abiyotik ve biyotik ¢evresel
stres kosullarinda bitkileri koruduklan bilinmektedir. Ayrica ¢igek ve meyve gibi
generatif organlarin bu pigmentler aracilifryla sahip olduklar1 gézalici renkleriyle
boceklerin ¢ekimlenmesini saglayarak tozlagsma olayr ve tohumlarin dagiliminda
6nemli ekolojik rolleri vardir [123]. Vegetatif dokulardaki kirmuzi ve mor
flavonoidlerin birikimi ise bitki stresinin bir gostergesi olarak ifade edilmektedir
[124]. Ik gelisim evrelerindeki geng yapraklarin ve siirgiin uglarinin ayrica
sonbaharda senesense ugrayan bazi bitkilerin yapraklarmin sahip olduklar1 kirmizi
rengin fotooksidan zararlara karst sentezlenen antosiyanin pigmentlerinden
kaynaklandigi ileri stirtilmektedir [125, 126].

Son on yil iginde yapilan arastirmalara gére; antosiyanin bilesiklerinin
kendisini tireten bitkilerin varlig1 ve ayrica insanlar igin faydali biyolojik 6zelliklere
sahip olduklar1 kanitlanmigtir. Antosiyaninlerin; polen veriminin arttiriimasi [128],
senesens olaymda bitkinin besin kaynaklarinin dagiliminin denetimi [129], oksinin
polar tasiniminin kontrolii [130], 6nemli birer endiistriyel ¢evre kirleticisi olan
altiminyum, florin ve florid toksisitelerine karsi bitkilerin korunumu [131] gibi baz
bitkisel diizenleyici faaliyetlerde yer aldiklar1 saptanmugtir. Bazi dogal
antosiyaninlerin ise hiicre zarlarinin [132] ve DNA’nin [133] yapisal kararliliklartnin
stirdiirilmesine katkida bulunduklarina dair ¢aligmalar yapilmistir. Misir bitkisinde
UV-B uygulanmis mor ve yesil yaprakli kiiltlirlerle yapilan incelemelerde mor
yapraklt kisimlarda DNA hasari gériilmezken yesil kisimlarda bunun ortaya ¢iktigi
belirlenmisgtir [127].

Cevresel stres etmenlerine karsi bitkilerin korunumunda rolii olan
antosiyaninler; antioksidan Ozellikleri ve antikanser potansiyelleri ile de
aragtiricilarin  ilgisini ¢ekmektedir [134, 135, 136]. Meyve ve sebzelerdeki
polifenolik bilesiklerin kanser [137], kalp krizi [138] riskini azalttigina; cay ve
sarapta dogal olarak bulunan antioksidan flavonoidlerin ise in vitroda diisiik
yogunluklu lipidlerin (LDL) oksidasyonunu 6nlediklerine [139] dair son yillarda
yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Arastirmacilar, diizenli olarak bu fenolik bilesiklerce
zengin olan yiyeceklerle beslenen Kkisilerde koroner kalp hastaliklarina daha az
rastlandigini [140] ileri siirmektedir. Vaccinum ssp. (ay1 lziimi) ekstrelerinin
yaglanma ve yaslanmaya bagli noérolojik hasarlari geciktirdigine [141], visnede
bulunan antosiyaninlerin eklem agrilari, gut gibi hastaliklarda anti-inflamatuar etki
gosterdiklerine [142], bazi bitkilerdeki izoflavonoidler ile antosiyaninlerin ise
Ostrojen hormonu aktivitesine sahip olduklarina [143] dair bulgular elde edilmistir.
Bu bilesiklerin ayrica vaskular permeabilitenin arttirilmasiyla kan dolagiminin
rahatlatilmas1 [144], bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesi [145], hiicre sinyal
iletiminin diizenlenmesi [146] ile kanserli hiicrelerin yayilliminin ve sitotoksisitesinin
azaltilmas1 [147] gibi pek¢ok koruyucu goérevleri olduguna ilisgkin yayinlar
yapilmistir. Uzerinde calisildikga yeni 6zellikleri kesfedilen antosiyaninlerin bilinen
antioksidanlardan birisi olan askorbattan (C vitamini) birgok kez daha aktif oldugu
da belirtilmektedir [148].



Goriildiigii gibi antosiyaninler pigment dzelliklerinin diginda son yillarda
gevresel stres kogullarma kargt bitkinin korunumu rollerinin yanisira antioksidan
etkileri nedeniyle de lizerinde galigmalarin yapildig1 molekiillerdir. Tuz stresi ise
bagh bagina tlim yOnleriyle {izerinde ¢aligilmig Snemli bir fizyolojik olay olmasina
ragmen bitkilerdeki pigmentasyona etkileri ile ilgili yaymlarm azhig: dikkat
gekmektedir. Bu konuda yayinlanmis makalelere gz atildiginda antosiyaninin daha
¢ok sicaklik ve 151k gibi gevresel etkenlerle baglantilar1 arastirildigi halde, NaCl
stresi ile iligkileri hakkinda sinirh sayida incelemenin yapilmis oldugu saptanmstir.

Bu aragtrmada NaCl {in bitkilerdeki fizyolojik ve biyokimyasal
degigimleri uyaran bir gevresel stres etmeni oldufu dikkate ahnarak; Oncelikle
¢imlenme, biiylime ve taze-kuru agirlik oranlar tespit edilen bitkilerin NaCl stresi
altindaki fizyolojik yanitlar1 incelenmek istenmigtir, Cesitli bitki kisimlarindaki
klorofil ve antosiyanin igerikleri ile total protein ve peroksidaz aktiviteleri de tayin
edilerek; NaCl iin neden oldugu biyokimyasal deZigimler arastirilmaya ¢aligilmistir.

Giiniimiizde olduk¢a cazip hale gelen antosiyaninlerin; bitkilerin
vakuollerinde birikim g&steren antioksidan bilesikler olmalarindan yola ¢ikilarak,
NaCl stresi altinda artan aktif oksijen tiirlerinin yok edilmesinde total peroksidaz
enzimi ile baglantilar1 da aragtiriimak istenmigtir.

Bdylece bu tez ¢aligmasinda bir gevresel korunma etmeni olarak ileri
siiriilen antosiyanin molekiillerinin NaCl stresi kargisindaki biyosentez durumuna
bakilarak hem literatlirdeki bu agigin kapatidmas: hem de yilksek bitkilerde tuza
direngli tiirlerin se¢imi ve dzelliklerinin saptanmasma calisitmigtr, Dolayisiyla
gerek diinyamn gerekse Tiirkiye topraklarinn Snemli bir kismim olusturan ve
tuzluluk agismdan tanmsal {retim igin elverigsiz olan bolgelerin gelecekteki
verimlilifine katkida bulunulmasi amaglanmigtsr.




II. MALZEME ve YONTEM

IL1. Bitki Materyali ve Tuz Uygulamalan

Bu ¢aligmayr olugturan deneylerde bitki materyali olarak domates
(Lycopersicon esculentum Miller) ve kirmiz1 lahana (Brassica oleracea L. convar.
capitata (L.) Alef. var. rubra DC.) fideleri kullanilmugtr. Bu fidelerin tohumlari
Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Aragtirma Enstitiisii’nden temin edilmigtir.

Deney materyali olarak kullamlan domates ve kirmuzi lahana bitkileri
gelisimlerinin her agamasmda (¢imlenme ve biiylime) gesitli konsantrasyonlardaki
NaCl serileri ile muamele edilmiglerdir.

Bitkilerin aym1 zamanda besin stresinden etkilenmemeleri igin biitiin
deneylerde kontrol (0 = tuz icermeyen seri) olarak Hoagland besi ¢bzeltisi [149]
(Tablo IL1.1) kullamlmugtrr, NaCl @in bitkilerdeki etkilerinin daha kolay ortaya
¢ikabilmesi igin kontrol olarak segilen Hoagland ¢bzeltisi 1/5 oraninda seyreltilerek
kullanilmigter. En uygun konsantrasyon olarak secilen 50 ve 100 mM tuz serileri ise
1/5 oramnda sulandirilmug Hoagland besi ¢Ozeltisi igerisinde NaCl {in
¢Oziindiiriilmesi ile (Tablo I1.1.2) hazirlanmigtir,

Baslangigta hazirlanan kontrol ve 25, 50, 100, 125 mM NaCl serilerinde
yetigtirilen bitkilerden elde edilen deneysel verilerin 25-50 mM ile 75-100 mM NaCl
arasinda Onemli farkhliklar gOstermedifi saptanarak bu ara seriler
(25 ve 75 mM NaCl) su kiiltiiri diizeneginden (Resim IL1.1) ¢ikarilmigtir. 125 mM
NaCl de ise bitkilerin ¢imlenme ve geligimlerinin biiyik Slclide (~ %85 oramnda)
geriledigi gézlemlenerek diizenege almmanmugtir.

%70 etil alkolde 5 dakika yiizey sterilizasyonu yapilan domates ve
kirmizi lahana tohumlar: 24 saat akar musluk suyu altinda tutulduktan sonra distile
sudan gegirilerek tuz uygulamalarmma hazir hale getirilmiglerdir. 15 cm lik biiyiik
petri kaplarina uygun olarak kesilip yerlestirilen ¢ift kat filtre kagitlar: diizenli olarak
kontrol ve 50, 100 mM NaCl serileri ile egit miktarlarda (3 ml) islatiirigtir. Herbir
konsantrasyon serisi i¢in 10 petri secilmig ve herbir petriye 20 ger domates; 30 ar
tane de kirmizi lahana tohumu 1 cm lik araliklarla ekilmigtir.

Tohumlar 6nce radikulanin ¢ikigina kadar (~2 giin) 25°C etiivde
bekletilmis sonra ¢imlenme tamamlanincaya kadar biiylime odasmnda tutulmuglardir,
Cimlenmeleri tamamlandiktan sonra fideler petrilerden gikarilip kagt rulolar arasina
yerlegtirilerek kontrol ve 50, 100 mM NaCl ¢6zeltileri iceren 2 litrelik kaplara
almmglardir. Burada boylar: ¢ok kiigiik olan domates ve kirmizi lahana fidelerinin
bir siire bilyiimeleri saglanmugtir.
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Fideler belli bir uzunluga geldikten sonra ise otomatik olarak
havalandirilmas: saglanan Szel su kiiltiirii diizenegine (Resim IL1.1) alinmuglardir.
Bitkilerin, belli bir zaman dilimi iginde, besi suyundan absorpladiklari mineral
tuzlarin miktar: ile transpirasyonla atilan su miktannin dogru orantili olmamas
nedeniyle [150], tuz konsantrasyonunun giderek artmasinin Sniine gegebilmek igin
¢aligma diizeni Resim IL1.1°de gdsterilen otomatik sulama sistemi kullamlmgtir.

Resim IL1.1: NaCl gozeltilerinin konsantrasyonlarm: sabit tutmak amaciyla
diizenlenen otomatik sulama sisteminin gériiniimii,

Bdylece, bitkilere verilen mineral tuzlarin, miimkiin oldugu kadar sabit
konsantrasyonda kalmasma galisilmistir. 6 litre Hoagland ¢ozeltisi igeren kaplarm
herbirine 10 ar bitki konulmustur [151].

Bitkiler kontrol ve 50, 100 mM NaCl igeren su kiiltiirii kaplarinda 12 saat
aydmlik periyotta 27+2°C, 12 saat karanhk periyotta 17+2°C da olmak iizere
bilyiime odasmda 9000 lux 151k siddeti altinda yetistirilmiglerdir

Fideler ilk yapraklarin ¢ikmasi ve NaCl iin belli etkilerinin gériilmeye
baslamasiyla (30 giinlik iken) fizyolojik analizleri yapilmak iizere hasat
edilmiglerdir. Biitiin deneylerde herbir fide 3 kisma ayrilarak incelenmistir.



11

Tablo IL.1.1: Hoagland C&zeltisi: Tabloda gfriilen mineral tuzlarm, deiyonize su ile
hazirlanan stok ¢dzeltilerden, agagida belirtilen miktarlarda alinarak deiyonize suya
eklenmis ve son hacim deiyonize su ile 1000 ml ye tamamlanmugtir.

Mineral tuzlar Konsantrasyon 1 litre icin ahnacak
miktar

Ca (NO3), 1M 5ml
KNO; 1M 5 mi
MgSO4 1M 2 ml
KH;PO4 1M 1 ml
FeEDTAD 0.1M 1 ml
Mikro elementler bakmniz' ) 1ml

Kontrol olarak segilen Hoagland ¢ozeltisi bitkilerde NaCl iin etkilerinin
daha kolay ortaya ¢ikabilmesi i¢in 1/5 oraninda seyreltilerek kullamlmgtir,

Tablo I1.1.2: NaCl konsantrasyon serileri.

Bitkilere Uygulanan Konsantrasyonu 1 litre i¢in ahnan miktar
Tuzun Tipi (®
Kontrol -
NaCl 50 mM 2.922
100 mM 5.844

NaCl serileri, tabloda belirtilen miktarlarda NaCl iin tartilarak 1/5
oramnda seyreltilmis Hoagland ¢5zeltileri iginde ¢dziilmesiyle hazirlanmgtir.

®  Fe EDTA (etilen diamin tetra asetik asitin Fe kompleksi) stok
¢Ozeltide 5 mg/ml Fe igerecek sekilde hazirlanmugtar,

" Mikro elementleri iceren stok ¢dzeltinin 1 litresinde bulunan mineral
tuzlarin miktarlari: 2.86 g HsBOs, 1.81 g MnCl, . 4 H;0, 1.1 g ZnCl,, 0.05 g CuCl,,

0.025 g Na;MoOs,
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IL 2. Cimlenme Yiizdesi

Kontrol ve 50, 100 mM ik NaCl ¢ozeltileri ile sulanan petrilerdeki

tohumlarin ¢imlenmeleri sabit kalana kadar giinliik olarak izlenmis ve sayilar1 ylizde
olarak ifade edilmistir.

IL. 3. Biiyiime Orani

Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanan fidelerin kok ve gévde
uzunluklar: milimetrik taksimath cetvel kullanilarak ayr1 ayr1 6l¢tilmiistiir.

IL. 4. Taze ve Kuru Agirhik Tayini

Farkli NaCl konsantrasyonlarinda yetistirilen fideler darasi 6nceden
alinmig aliiminyum folyo ile tartilarak taze agirliklar alinmis daha sonra 89°C
etiivde, agirlik sabit kalincaya kadar (4-5 gtin) kurutulmustur.

IL. 5. Klorofil Tayini

Bitki kisimlar1 taze agirliklart alindiktan sonra bir miktar CaCOj; tozu ve
%80 aseton ilave edilerek ekstre edilmislerdir. Ekstre 3000 g de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra {ist sivinin (supernatant) hacmi Olgiilmiistir. Ham klorofil
ekstresinin 645 ve 663 nm dalga boylarindaki absorbsiyon degerleri Arnon [152]
formiiliinde yerine konularak orneklerin 1 gram taze agwligindaki klorofil igerikleri
tayin edilmisgtir.

IL. 6. Antosiyanin Tayini

Taze agirliklar alinan bitki kisimlar1 Mancinelli [153] metoduna gére %1
oranminda asitlendirilmis 18 ml metanolde ekstre edilmistir. Ekstreler arasira
calkalanarak 2 giin 3-5°C buzdolabinda bekletildikten sonra filtre kagidindan
siiziilmiis ve ¢ozeltideki antosiyanin icerigi spektrofotometrede 530 nm dalga
boyunda &lgiilerek optik yogunluk olarak ifade edilmigtir. Ekstredeki klorofil yikim
{irlinlerinin de bu dalga boyunda absorbsiyon verecegi géz6niine alinarak érneklerin
657 nm deki degerleri de 6lgiilmiis ve (Aszg —0.33 Ags7) formiiliinde yerine konularak
Orneklerin birim taze agirligindaki antosiyanin igerigi tayin edilmisgtir.
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I1.7. Total Protein Miktariin Tayini

Total protein analizi i¢in yine kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig
fideler 3 kisma ayrilarak herbirinin taze agirliklart alinmigtir. Bitki kisimlar 1.5 ml
pH 7.0 fosfat tamponu kullanilarak buz kaliplar: i¢indeki soguk havanda sivi hale
gelene kadar ezilmistir. Mikrotiiplere alinan homojenatlar 13.000 devir/dakika
4°C da 30 dakika santrifij edilmistir. Suda ¢ziinen proteinleri igeren iist sivi
(supernatant) kismi Bzeni mikrotiiplere alinarak protein miktar1 ve enzim aktivitesi
Olgiilmek iizere —20°C da saklanmugtir. Protein miktarinin belirlenmesi Bradford
[154] yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu yontemde bovin serum albuminin (BSA)
suda ¢6ziilerek hazirlanan 16 mg/ml stok ¢ozeltisinden 200, 400, 600, 800, 1000,
1200, 1600 pl alinarak 0.1 ml ye tamamlanmigtir. BSA’nmn bu farkh
konsantrasyonlarinin 595 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri 6l¢iilerek
standart protein e@risi ¢izilmigtir. 0.1 ml protein igeren supernatant Bradford
tamponu ile 5 ml ye tamamlanarak 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim
yapilmistir. Elde edilen absorbsiyon degerleri standart egride yerine konularak bu
absorbsiyonlara kargilik gelen total protein miktar1 belirlenmistir.

I1. 8. Peroksidaz Aktivitesinin Spektrofotometrik Tayini

Taze agirliklar: alinan bitki kisimlarinin protein izolasyonunda anlatildig:
sekilde ekstraksiyonlar1 yapilarak santrifij edilmislerdir. Ust sivida bulunan
peroksidaz ~ 6mekleri —20°C da  saklanmustir. Peroksidaz  aktivitesinin
spektrofotometrik 6l¢timii i¢in peroksidaz ekstraktlarindan 100 pl almnarak fizerine
icinde %0.1 HyO, ve %0.25 guaiakol bulunan 1 ml 0.1 M pH 7.0 fosfat tamponu
eklenmistir. Hazirlanan karigimin 2 dakika icerisinde 15 saniye araliklarla 470 nm
dalga boyundaki absorbsiyonlar1 6l¢iilmiistir. Elde edilen absorbans degerlerinin
aritmetik ortalamasi hesaplanarak 1 gram bitki 6rnegindeki peroksidaz enziminin 1
dakikadaki aktivitesi tayin edilmistir.

II. 9. Istatistiksel Hesaplamalar

Aragtirmada yapilan deneylerde farkli sayidaki ekstrakt {izerinde 6l¢tim
yapilmis ve standart sapmalar agagidaki formiiller kullanlarak hesaplanmugtir:

X=8X;/N

X: Aritmetik ortalama

SX; : Degerlerin toplami (birinciden N’inciye kadar degiskenin biitlin degerlerinin
toplama.)

N: Tekrarlanan deney sayisi

s=Jsx;/N

s= Standart sapma

x;= Sapma degeri
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HIL BULGULAR

Petrilerde ¢imlendirilen domates ve kwrmizi lahana tohumlarindan iyi
gelisenleri secilerek su kiiltiiri diizenegine aktarimugtir, Fideler NaCl stresinin
belirtilerinin  gérilmeye baglanmasiyla fizyolojik ve biyokimyasal analizleri
yapilmak iizere hasat edilmiglerdir. Bu belirtilerin ortaya ¢ikmasinin fidelerde
yapraklarin geligimi ve kotiledon senesensinin baglamasmna kadar siirdiigii
kaydedilmistir.

Yapilan gézlemler sonucunda, domates ve kirmuzi lahana bitkilerinde
yaprak gelisimi ile kotiledon senesensi baglangiclarinin birbirinden baz: farkhiliklar
gosterdigi saptanmigtir,

Kontrol ve 50 mM NaCl serilerindeki 6 giinliik domates ve kirmizi lahana
fidelerinde ilk yapraklarin geligmeye basladiklar, 100 mM NaCl de ise bunun
domateste 10. giine, kirmiza lahanada ise 20. giinlere kadar siirdiigii g6zlenmigtir
(Resim 1IL1,3).

Domates bitkisinde kotiledonlar daha ge¢ senesense ugrarken
(biitiin serilerde 30. giinden sonra); 30 giinlilk kirmizi lahana fidelerinin
kotiledonlarinda senesens belirtilerinin ortaya ¢ikmaya bagladifi kaydedilmigtir
(Resim I11.2,4).

Bu nedenle, fidelerin NaCl stresine yanitlarmn karsilagtirmali olarak
incelenebilmesi igin her iki bitki de 30 giinlik vegetatif evredeyken hasat
edilmiglerdir.

Biitiin deneylerde domates ve kirmizi lahana fideleri k8k, hipokotil ve
kotiledon olmak {izere 3 kisimda incelenmisgtir.

Epikotil 30 giinliik fidelerde fazla gelismedigi igin lizerinde gdzlem
yapilamamig ve deneysel materyal olarak alinmamigtir (Resim IL2,4). Yapraklar
ise 30 giinlilk domateste olduk¢a iyi gelismis olmasma ra§men kurmizi lahanada
heniiz gikmaya bagladiklar1 ve ¢ok kiigiik olduklan i¢in kargilagtirma yapmaya uygun
bulunmamuglardir (Resim 11L2,4).

Kirmiz: labana bitkisi su kiiltiirii diizeneginde uzun siire yetigtirilemedigi
icin yapraklarin gelisimleri de daha fazla izlenememis ve 30 giinlik iken hasat
edilmeleri gerekmigtir.



Resim IIL1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl serilerinde yetistirilen 6 giinliik domates
bitkilerinin genel goriiniimii.

KONTROL 50 mM NaCl 100 mM NaCl

Resim II1.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl serilerinde yetistirilen 30 giinliik domates
bitkilerinin genel goriiniimii.
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Resim IIL3: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl serilerinde yetistirilen 6 giinliik kirmizi
lahana bitkilerinin genel goriiniimii.

KONTROL £ 50 mM NaCl I 100 mM NaCl

Resim IIL4: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl serilerinde yetistirilen 30 giinlitk kirmizi
lahana bitkilerinin genel gériiniimii.



—

17

IIL.1. Cimlenme Yiizdesi

Herbir konsantrasyon serisi igin 10 ar petri secilmis ve herbir petriye
20 ser tane domates; 30 ar tane de kirmizi lahana tohumu ekilmistir. Petrilerdeki
tohumlar ekildigi giinden itibaren giinlik olarak izlenmis ve g¢imlenmeleri
kaydedilmistir. Domates ve kirmizi lahana tohumlarmm NaCl serilerine ve giinlere
gore cimlenme yiizdeleri Tablo ITL1.1, Sekil I11.1.1 ve Tablo TIL1.2, Sekil TIL1.2
de belirtilmigtir.

M

Tablo ML1.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl serileri uygulanan domates
tohumlarnin ¢imlenme yiizdeleri.

Cimlenen Ortalama Tohum Sayis:

Cizeltinin NaCl Cimlenme
Konsantrasyonu % si
(mM)

l.gin | 2.giin | 3.giin | 4.giin | 5 gin | 6. giin 7. giin

Kontrol - 9.042.7 [ 13.0+£3.3 | 16.4+1.3 | 18.6+1.1 | 19.0+1.0| 19.7+0.5 98.0
50 - 2.7£1.4 | 3.4+12 | 5.6+1.7 [11.522.0|16.1+0.9 16.3£1.0 81.5
100 - LO£1.0 | 11409 | 1.640.9 | 5.842.3 | 11.7+1.4| 13.1£1.3 65.5

Tablo IIL1.1 den de goriildiigi gibi 1. giin higbir seride gimlenme
gergeklesmezken; NaCl konsantrasyonu artigimin  gimlenen tohum sayisinda
gerilemelere yol agtigi saptanmustir. Bu azalis 100 mM NaCl uygulanan tohumlarda
daha belirgin olarak ortaya ¢ikmustir. 5. giin 50 ve 100 mM NaCl de ¢imlenme
olayinda ani bir arti§ oldugu kaydedilirken; 6. ve 7. giinlerde bu durumun daha yavas
seyrettigi gdzlenmektedir (Tablo IIL1.1, Sekil IIL1.1).
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| —e—kontrol - 50 100 |

Cimlenme % si

Cimlenme Siiresi (giin)

Sekil IIL1.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl serileri uygulanan domates
tohumlanmn ¢imlenme yiizdeleri.

Sekil ITL1.1 den de izlendigi gibi ¢cimlenen tohum sayisinim sabit kaldig1
7. giiniin sonunda en fazla ¢imlenme %98 ile kontrol serisindeki tohumlarda
gerceklesmigtir. 50 mM NaCl de %81.5 ile ¢imlenme yiizdesinde kismi bir diigiig
goriiliicken; 100 mM NaCl de g¢imlenmenin %65.5 ile belirgin oranda azaldig1
kaydedilmigtir,
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Kirmizi lahana tohumlarinda ise 1. giinden itibaren tiim serilerdeki
tohumlarin Snemli bir kisminin ¢imlendigi saptanmustir (Tablo II1.1.2).

Table IIL1.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl serileri uygulanan kirmiza lahana

tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri.

Cimlenen Ortalama Tohum Sayis:

Cozeltinin NaCl .
Konsantrasyonu Cimlenme
(mM) % si

Lgin | 2.gin | 3. gin | d.gin | 5 gin
Kontrol 1,550,100 2756011 | 289057 | 2951050 | 2080033 | 9933
50 23.5+1.00 | 24.3£0.50 | 27.6+0.58 | 28.5:0.50| 28.640.56 |  95.53
100 21.8+1.14 | 22.6:0.44 | 25.7:0.50 | 26.240.55 | 26.5:045 |  88.33

NaCl konsantrasyonu art

farkhliklara yol agmadig: izlenirken
bakimindan ani degisimlerin olmadig: kay

ismin  ¢imlenen tohum sayisinda belirgin
; glnler arasinda da ¢imlenme yiizdesi
dedilmistir (Tablo IIL1.2, Sekil ITL1.2).
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~—o— Kontrol —-—50 100

100

Cimlenme % si
8

20 |

1 2 3 4 5

Cimlenme Siiresi (giin)

Sekil TL1.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl serileri uygulanan kirnuizz lahana
tohumlannin ¢imlenme yiizdeleri.

Sekil IL1.2 de goriildiigii gibi en fazla gimlenme %99.33 ile kontrolde
meydana gelmigtir. 100 mM NaCl uygulanan tohumlarda %88.33 ile diger serilere
gére kismi bir azaly izlenirken yine de gimlenen tohum sayismin sabit kaldig
5. gliniin sonunda biitiin serilerdeki ¢imlenme yiizdelerinin ¢ok yiiksek ve birbirine
yakmn oldugu gozlenmektedir.
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IIL. 2. Bityiime Oram

6 giinlik domates ve kirmizi lahana fideleri rulo seklindeki filtre
kagitlarinin arasindan ¢ikarilip ilk kok ve govde uzunluklar kaydedildikten sonra su
kiiltiiri diizenegine alnmugtir. Biiyiime oranlan 6 giin araliklarla 30 giin boyunca
milimetrik olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo II1.2.1, Sekil I11.2.1 ve Tablo I11.2.2, Sekil
111.2.2).

Tablo II1.2.1 de goriildiigii gibi 30 giinliik domateste en fazla biiyiime
kontroldeki fidelerde meydana gelirken; NaCl konsantrasyonu artiginin genel olarak
kok ve govde uzunlugunda gerilemelere yol agtig1 izlenmektedir.

Tablo III.2.1 : Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis domates fidelerinin kok
ve gbévde uzunluklari.

Cozeltinin NaCl Olgiim Kok Givde
Konsantrasyonu Araliklary Uzunlugu Uzunlugu
(mM) (giin) (mm) (mm)
6 710 163 552 % 20
12 95.1. = 16 71198 16
18 124.0 + 2.7 81.6 + 2.0
Kontrol
24 254.0 + 2.3 1750+ 3.3
30 290.0 = 1.0 201.0+ 14
6 83.1 £23 4533 19
12 101.0 + 3.2 520 + 14
18 1240 + 44 688+ 14
50
24 139.0 + 1.6 80.6 + 0.7
30 200.0 + 0.4 1070+ 1.5
6 30.8 + 1.6 247+ 19
12 393+ 13 284 + 0.6
100 18 66.2 + 1.6 T £ 19
24 933 + 2.2 439 + 14
30 138.0 + 1.2 642 + 32

Domates bitkisinde NaCl uygulamalar1 sonucu goriilen biiyliimedeki
gerileme govdede daha belirgin iken koklerin goreceli olarak bundan daha az
etkilendigi de saptanmistir (Sekil I11.2.1).
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B K8k Uzunlugu (mm) B Gévde Uzunlugu (mm) |

350

300

250 - 5

N

[=3

o
L

Biiytime Orani (mm)
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o
(=]

100 -

50

6. glin
12. giin
6. glin
12, giin
24. giin
30. giin

el
S (3
oo
o | o

-

18. giin
30. giin
24, giin
30. giin

Kontrol 50 100
NaCl Konsantrasyonu (mM)

Sekil TI1.2.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis domates fidelerinin kok ve
g6vde uzunluk oranlari.
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Kirmizi lahanada yine en iyi gelisimin kontrolde yetisen fidelerde
meydana geldigi saptanmistir. NaCl serilerinde tutulan fidelerde ise kok ve gévde
biiytimesinin geriledigi izlenmektedir. Bu gerileme gévdede ¢ok biiyiik farkliliklar
gostermemesine  kargin  koklerde  belirgin - bir  sekilde ortaya  ¢ikmustir
(Tablo I11.2.2, Sekil I11.2.2).

Tablo 111.2.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis kirmizi lahana fidelerinin
kok ve govde uzunluklar.

Cézeltinin NaCl Olgiim Kiik Givde

Konsantrasyonu Araliklar Uzunlugu Uzunlugu
(mM) (giin) (mm) (mm)

6 7521 +0.64 4226 +0.72

12 78.76 + 0.69 51244025

Kontrol 18 95.76 + 0.58 55.56 + 0.25

24 102.5+0.68 57.22+0.58

30 106.6 + 1.00 5775+ 1.25

6 60.77+ 1.11 35.00+0.25

12 ' 6332+ 1.25 41.80 + 0.68

50 18 68.16+ 1.00 45.96 +0.49

24 7126+ 0.68 5244+ 0.64

30 78.56 + 1.18 54.93 +0.45

6 49,54 + 1.00 31.65 +0.57

12 56.26+0.57 3733+ 112

100 18 5924+ 1.98 41.86 + 0.64

24 62.63 +0.58 4255 +0.52

30 64.16+ 1.54 4633 +0.76

Kok ve govdenin birbirine gore uzunluklar: incelendiginde 30 giinliik
fidelerde kontrol serisinde bunlarin normal oranlarda oldugu ancak 50 ve 100 mM
NaCl serilerinde koklerin  gévdeye gore fazla gelismedigi goriilmektedir
(Sekil I11.2.2).
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B K&k Uzunlugu (mm) B Gdvde Uzunlugu (mm) |

120

100

Bliyliime Orani (mm)

24. gin
30. giin

Kontrol 50 100
NaCl Konsantrasyonu (mM)

Sekil 11L.2.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis kirmiz lahana fidelerinin
kok ve gdvde uzunluk oranlari.
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30 giinlik domates ve kirnuzi lahana fidelerinin taze-kuru agirliklart hem
tiim bitkide hem de 3 kisma ayrilarak incelenmistir. Elde edilen degerler Tablo

I11.3.1, Sekil IT11.3.1 ve Tablo IT1.3.2, Sekil IT1.3.2 de gosterilmistir.

Tablo I1IL3.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanms domates fidelerinin
taze-kuru agirlik oranlar1.

Taze Agirhk (g)
Cozeltinin
NaCl
K°“s‘zl‘1‘1‘]{,‘l’;y°"“ Kok Hipokotil Kotiledon | Tiim Bitki
Kontrol 1.584 + 0.008 5.427+0.126 0.895 + 0.005 9.622 +0.172
50 1.058 £0.011 3.789+0.018 0.755 + 0.007 7.987 + 0.026
100 0911 +0.016 1.772 £ 0.007 0.633 £ 0.003 3.857 + 0.009
Kuru Agirhik (g)
Cozeltinin
NaCl
Konsantrasyonu Kok Hipokotil Kotiledon Tiim Bitki
(mM)
Kontrol 0.017 +0.0005 | 0.279+0.0019 | 0.031+0.0009 | 0.812 4 0.0035
50 0.011+0.0003 | 0.168 +0.0007 | 0.023 +0.0002 | 0.533 +0.0025
100 0.009 +0.0002 | 0.104+ 0.0005 | 0.018+0.0005 | 0.198+0.0011

Domates fidelerinin gesitli kisimlart ile tiimiiniin taze ve kuru agirlik
oranlarinin kontrolde en yiiksek iken NaCl uygulamalari sonucu farkedilir diizeyde
azaldig1 goriilmektedir (Tablo 1IL.3.1, Sekil 1IL3.1).
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| BKOK EHIPOKOTIL OKOTILEDON CITUM BITKI |

12
TAZE AGIRLIK (g) KURU AGIRLIK (g)

10 -

Taze ve Kuru Agirlik Oranlan (g)

Kontrol 50 100 Kontrol 50 100
NaCl Konsantrasyonu (mM)

, —

Sekil TIL3.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig domates fidelerinin taze-
kuru agirhik oranlari.
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Kirmiz1 lahanada bitkisinde NaCl uygulamalar1 sonucunda kéklerin taze

agirliklarinin azaldigi; hipokotil, kotiledon ve tiim bitkinin taze agirliklarimn ise az
miktarda artti1 kaydedilmistir (Tablo I11.3.2, Sekil I11.3.2).

Tablo 111.3.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig kirmizi lahana fidelerinin
taze-kuru agirlik oranlari.

Taze Agirhk (g)
Cozeltinin
NaCl
Konsantrasyonu » ¢ . " e s
(mM) Kok Hipokotil Kotiledon Tiim Bitki
Kontrol 0.086 = 0.001 0.258 +0.001 0.413 £ 0.011 0.985+0.012
50 0.074 £ 0.003 0.270 + 0.001 0.534 + 0.008 0.999 +0.011
100 0.068 + 0.002 0.287 + 0.008 0.585+0.013 1.085+0.013
Kuru Agirhik (g)
Cozeltinin
NaCl
Konsantrasyonu
(mM) Kok Hipokotil Kotiledon Tiim Bitki
Kontrol 0.0023 + 0.0005 0.056 + 0.00019 0.034 + 0.0009 0.096 + 0.0035
50 0.0019 + 0.0003 0.048 £ 0.00017 0.022 + 0.0002 0.073 £ 0.0025
100 0.0016 £ 0.0002 0.035 +0.00015 0.019 + 0.0005 0.067 +0.0011

Kok, hipokotil ve kotiledon ile tiim bitkinin kuru agirlik oranlarmin ise
NaCl uygulamalar1 sonucunda ¢ok belirgin bir sekilde geriledigi saptanmustir
(Tablo I11.3.2, Sekil I11.3.2).




28

| EKOK _EHIPOKOTIL [CIKOTILEDON CITUM BITKI |
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Kontrol 50 100 Kontrol 50 100
NaCl Konsantrasyonu (mM)
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Sekil IIL3.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig kirruz lahana fidelerinin
taze-kuru agirlik oranlari,
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I11.4. Klorofil igerigi

Domates ve kirmizi lahana fidelerinin gesitli kisimlarimin  birim taze
agirhgindaki klorofil miktarlart Arnon [152] metoduna gore tayin edilmigtir. Elde
edilen sonuglar Tablo IIL.4.1, Sekil I11.4.1 ve Tablo I1L.4.2, Sekil II1.4.2 de
gdosterilmistir.

Tablo I11.4.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig 30 giinlik domates
fidelerinin hipokotil ve kotiledonlarindaki klorofil miktarlari.

Klorofil Igerigi (mg klorofil / g taze agirhk)
NaCl
Konsantrasyonu

(mM)

HIPOKOTIL KOTILEDON

Kontrol 0.065 £ 0.001 0.852 £ 0.025

50 0.052 £ 0.009 0.623 £ 0.009

100 0.047 £0.008 0.350 £0.005

Domateste klorofil tayini hipokotil ve kotiledon olmak tizere iki kisimda
incelenmistir.  Kontrolde yetisen fidelerin kotiledonlarinin yiiksek miktarlarda
klorofil igerdigi saptanirken; NaCl uygulamalarinin biitiin bitki kisimlarindaki
klorofil miktarlarinda o6nemli azalmalara neden oldugu da goriilmektedir
(Tablo 111.4.1, Sekil I11.4.1).
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| CHiPOKOTIL B KOTILEDON

0,9 -

0,7 -

0,6 -

0,5 -

0,4 -

0,3

Klorofil igerigi (mg klorofil / g taze agirik)

0,2 -

0,1 -

Kontrol 50 100

NaCl Konsantrasyonu (mM)

Sekil 1L4.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig 30 giinlik domates
fidelerinin hipokotil ve kotiledonlarindaki klorofil miktarlar1.
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Kirmizi lahana ise hipokotil ve kotiledon olmak iizere 2 kisimda
incelenmigtir.  Her iki bitki kisminda da en yiiksek klorofil miktari kontrol
fidelerinde ortaya gikarken; kotiledonlarin hipokotilden daha fazla klorofil igerdigi
de goriilmektedir (Tablo I11.4.2).

Tablo I11.4.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis 30 giinliik kirnizi lahana
fidelerinin hipokotil ve kotiledonlarindaki klorofil miktarlar1.

Klorofil Igerigi (mg klorofil / g taze agirhik)
NaCl
Konsantrasyonu
(mM)
HIPOKOTIL KOTILEDON

Kontrol 0.029 + 0.003 0.555+0.012

50 0.018 + 0.002 0.428 +0.009

100 0.011 +0.005 0.330 £ 0.015

NaCl konsantrasyonu artiginin yine klorofil i¢eriginde azalmalara neden
oldugu izlenmektedir (Tablo IIL.4.2, Sekil 111.4.2).
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Sekil I1L4.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmus 30 giinliik kirmuzi lahana
fidelerinin hipokotil ve kotiledonlarindaki klorofil miktarlar:.
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I1L.5. Antosiyanin Igerigi

Domates ve kirnuzi lahanada incelenen bitki kisimlarinin birim taze
agirhgindaki antosiyanin igerigi Mancinelli [153] metoduna gére tayin edilmistir.
Sonuglar Tablo I1L.5.1, Sekil II1.5.1 ve Tablo IIL5.2, Sekil ITL.5.2 de gosterilmistir.

Tablo 1IL5.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmus 30 giinlik domates
fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki antosiyanin miktarlari.

Antosiyanin I¢erigi (mg antosiyanin / g taze agirhk)
NaCl
Konsantrasyonu
(mM)
KOK HIPOKOTIL | KOTILEDON
Kontrol = 0.065 £ 0.0022 0.015 £ 0.0008
50 = 0.083 £ 0.0025 0.033 +0.0015
100 = 0.099 £ 0.0026 0.056 + 0.0027

Domates bitkisinde antosiyanin igerigi en ¢ok 100 mM NaCl serisinde
yetistirilen fidelerin hipokotillerinde bulunmustur. NaCl uygulamalari sonucu biitiin
bitki kisimlarindaki antosiyanin miktarinin arttigi gézlenmektedir. Kotiledonlarda da
¢ok az miktarda antosiyanin birikimi oldugu saptanmistir. Domatesin koklerinde
antosiyanin olusumuna rastlanmamugstir (Tablo I11.5.1, Sekil I11.5.1).
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Sekil IILS5.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig 30 giinlik domates
fidelerinin kék, hipokotil ve kotiledonlarindaki antosiyanin miktarlar,
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Kirmizi lahana bitkisinde de en yiiksek antosiyanin miktar1 100 mM
NaCl serisinde yetistirilen fidelerin hipokotillerinde ortaya ¢ikmigtir. Kotiledonlarin
da belirgin oranda antosiyanin igerdigi saptanmustir. Koklerde az miktarda
antosiyanin olusumuna rastlanmaktadir (Tablo I11.5.2).

Tablo IIL5.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig 30 giinliik kirmiza lahana
fidelerinin kok, hipokotil, kotiledonlarindaki antosiyanin miktarlari.

Antosiyanin iqerigi (mg antosiyanin / g taze agirhk)
NaCl
Konsantrasyonu
Ly KOK HIiPOKOTIL | KOTILEDON
Kontrol 0.0018 £ 0.0001 0.2681 + 0.0065 0.1274 £ 0.0098
50 0.0025 £ 0.0002 0.3358 £ 0.0070 0.1945 £ 0.0015
100 0.0035 £ 0.0007 0.4446 + 0.0065 0.2169 + 0.0090

Tiim bitki kisimlarinda antosiyanin igeriginin NaCl uygulamalar1 sonucu
arttigl gozlenmektedir (Tablo IIL.5.2, Sekil I11.5.2).
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Sekil IIL5.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis 30 giinliik kirmmiza lahana
fidelerinin kok, hipokotil, kotiledonlarindaki antosiyanin miktarlarr.
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IIL.6. Protein igerigi

Domates ve kirmizi lahana fidelerinin gesitli kisimlarinin total ¢oziiniir
protein miktarlar1 Bradford [154] yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Elde edilen
spektrofotometrik 6l¢tiimler standart protein grafiginden (Sekil I11.6.1) yararlanilarak
herbir bitki kismindaki protein miktarlar saptanmustir (Tablo I1L6.1, Sekil I11.6.2,
Tablo II1.6.2, Sekil 111.6.3).
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0 f f
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Protein Miktari (mg/ml)

Sekil II1.6.1: Protein miktarlarmin belirlenebilmesi i¢in kullanilan standart protein
grafigi.
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30 giinlik domates fidelerinde en fazla protein miktar1 kontroldeki
fidelerin kotiledonlarinda saptanmistir (Tablo I11.6.1).

Tablo II1.6.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis 30 giinliik domates
fidelerinin kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki protein miktarlari.

Protein Miktar: (mg/ml)
NaCl
Konsantrasyonu
(mM)
KOK HIPOKOTIL KOTILEDON
Kontrol 0.618 £0.0045 1.008 £ 0.0025 1.212 £ 0.0035
50 0.507 £0.0044 0.915 £ 0.0056 1.056 = 0.0075
100 0.195 £ 0.0055 0.673 £0.011 0.897 £ 0.0032

NaCl uygulamalarinin biitiin  bitki kisimlarindaki

azalttig dikkat gekmektedir (Tablo I11.6.1, Sekil I11.6.2).

protein igerigini
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Sekil IIL6.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig 30 giinlik domates
fidelerinin kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki protein miktarlar:.
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Kirmizi lahanada da kok, hipokotil ve kotiledonlarin protein analizleri
yapilmis ve en yiiksek degerler yine kontrolde yetisen fidelerin kotiledonlarinda
bulunmustur (Tablo I11.6.2).

Tablo 1I1.6.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis 30 giinliik kirmizi lahana
fidelerinin kok, hipokotil, kotiledonlarindaki protein miktarlar1.

Protein Miktar: (mg/ml)

NaCl
Konsantrasyonu
(mM)
KOK HiPOKOTIL KOTILEDON
Kontrol 0.485 +0.011 0.785 +0.016 1.013 +0.021
50 0.360 + 0.009 0.525 + 0.004 0.759 + 0.005
100 0.207 + 0.003 0.455 +0.013 0.553 £0.012

NaCl uygulamalari sonucu biitiin bitki kisimlarindaki protein miktarimin
kontrole gére azaldig kaydedilmistir (Tablo I11.6.2, Sekil I11.6.3).
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Sekil IIL6.3: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis 30 giinliik kirmuza lahana
fidelerinin kok, hipokotil, kotiledonlarindaki protein miktarlari.
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I11.7. Peroksidaz Aktivitesi

Domates ve kirmizi lahana fidelerinin ¢esitli kisimlarmin birim taze
agirhigindaki peroksidaz enzimi aktiviteleri 470 nm dalgaboyunda spektrofotometrik
olarak 6lgiilmistiir (Tablo IIL7.1, Sekil IIL.7.1 ve Tablo I1L.7.2, Sekil I11.7.2).

Domateste kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki peroksidaz enzimi
aktivitesi tayin edilmigtir (Tablo IIL.7.1).

Tablo IIL.7.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis 30 giinliik domates
fidelerinin kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki peroksidaz enzimi aktiviteleri.

Peroksidaz Aktivitesi (AA / g taze agirhk.dakika)

NaCl
Konsantrasyonu
(mM)
KOK HIPOKOTIL KOTILEDON
Kontrol 1.85+0.11 10.18 £ 0.02 6.16 £0.12
50 4.92 £0.07 14.44 £ 0.06 9.72+0.13
100 8.73£0.23 17.05 £ 0.04 15.19 £0:02

100 mM NaCl serisinde yetisen fidelerin hipokotillerindeki degerlerin
digerlerine gére daha fazla ¢iktigi saptanmistir. NaCl uygulamalari sonucu biitiin
bitki kisimlarindaki peroksidaz aktivitesinin arttigi goriilmektedir (Tablo IIL.7.1,
Sekil ITL.7.1).
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Sekil MIL7.1: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmus 30 giinlik domates
fidelerinin kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki peroksidaz enzimi aktiviteleri.
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Kirmizi lahana bitkisinin de kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki
peroksidaz enzimi aktiviteleri incelenmistir (Tablo IIL.7.2).

Tablo I11.7.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmig 30 giinliik kirmizi lahana
fidelerinin kok, hipokotil, kotiledonlarindaki peroksidaz enzimi aktiviteleri.

Peroksidaz Aktivitesi (AA / g taze agirhk .dakika)

NaCl
Konsantrasyonu
(mM)
KOK HIPOKOTIL KOTILEDON

Kontrol 1.48£0.17 9.29+£0.63 824 +0.08

50 5.34+£0.08 12.35£0.28 10.04 + 0.07

100 7.26 +0.16 16.47 £0.12 14.39+0.15

Peroksidaz  aktivitesinin 100 mM NaCl serisindeki fidelerin
hipokotillerinde daha yiiksek giktigi goriilmektedir. NaCl uygulamalarinin kirmizi
lahana bitkisinde de peroksidaz  aktivitesini arttirdigr dikkat ¢ekmektedir
(Tablo II1.7.2, Sekil I11.7.2).
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Sekil I11.7.2: Kontrol ve 50, 100 mM NaCl uygulanmis 30 giinliikk kirnnzi Iahana
fidelerinin kék, hipokotil, kotiledonlarindaki peroksidaz enzimi aktiviteleri.



46

IV. TARTISMA ve SONUC

NaCl, bilindigi gibi bitkilerde birgok fizyolojik ve biyokimyasal degigimi
uyaran bir ¢evresel stres etmenidir [155]. NaCl iin yol agtign1 fizyolojik degisimler
stresin diizeyi ve siiresine bagli olarak tuzun toksik ve osmotik etkilerine
dayanmaktadir [15,16, 17].

Tuz stresinin bitkilerdeki fizyolojik yanitlarini incelemek iizere oncelikle
¢imlenme yiizdeleri ile biiyiime ve taze-kuru agirliklari tayin edilmistir.

Domates bitkisinde en fazla ¢imlenme %98 ile kontroldeki tohumlarda
meydana gelmistir. NaCl uygulamalari sonucu hem ¢imlenme siiresinde gecikmeler
olugmug hem de gimlenen tohum sayisinda belirgin bir diisiis kaydedilmistir. ilk gtin
higbir seride ¢imlenmenin ger¢eklesmedigi goriilmiistiir. Cimlenen tohum sayisinin
sabit kaldigi 7. giiniin sonunda 100 mM NaCl serisinde ¢imlenme orani %65.5 olarak
belirlenmistir.

Kirmizi lahanada ise daha ilk giinden itibaren tohumlarin biiyiik bir
kisminin ¢imlendigi gézlenmistir. Cimlenen tohum sayisinin sabit kaldigi 5. giintin
sonunda en fazla ¢gimlenme %99.33 ile yine kontrolde meydana gelmistir. 50 mM
NaCl de %95.53, 100 mM NaCl de ise %88.33 ¢imlenme oranlari ile NaCl
konsantrasyonu artiginin  kirmizi lahana tohumlarinda 6nemli degisikliklere yol
agmadig saptanmigtir.

Sonug olarak, domates tohumlarmin ¢imlenme agamasinda tuza duyarh
iken, kirmizi lahana tohumlarinin daha direngli oldugu gozlenmistir. Domates
tohumlarinin testalari mekaniksel olarak zayif yapida oldugu i¢in [33] NaCl stresine
dogrudan maruz kalmiglardir. Bu durumda NaCl iin toksik ve osmotik etkilerini
tolere etmeleri gelismis testa ve kotiledonlara sahip olan kirmizi lahana tohumlar
kadar basarili olamamustir. Cok yiiksek NaCl konsantrasyonlarimm ise tohumlarda
proteinlerin hidratasyonunu engellerken [156], enzim aktivitelerindeki degisimleri
tesvik ettikleri [157] bildirilmektedir. Bu galigmada da 100 mM NaCl iin tizerindeki
konsantrasyonlarda her iki bitkinin tohumlarinda g¢imlenme olaymin ya oldukga
geriledigi ya da tamamen inhibe oldugu ortaya konmustur.

Cimlenme ile ilgili olarak elde edilen bu sonuglar domates bitkisinde
izlenen literatiir bulgular ile paralellik gostermektedir. NaCl artisinin ¢imlenme
yiizdesini daha az etkiledigi saptanan ve bununla ilgili siirli sayida literatiire
ulasilan kirmizi lahana ise bu 6zelligi ile Uizerinde bagka arastirmalar1 gerektiren bir
konu olarak dikkat ¢gekmektedir.
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Biiyiime ile ilgili yapilan g¢aligmalarda ise domates ve kirmizi lahana
fidelerinin her ikisinde de en iyi gelisimin kontrolde oldugu gézlenmistir. Domates
bitkisinde 50 mM NaCl uygulamasmin biiyiimede bir miktar gerilemeye yol actig1
izlenirken; 100mM NaCl serisinde bunun daha belirgin olarak ortaya ¢iktig: fakat
bitkilerin biiytimelerine devam ettikleri saptanmigtir. Zapata ve arkadaslarinin [158]
Lactuca sativa L. ile yaptiklar1 bir ¢aligmada da benzer sonuglara rastlanmaktadir.
Bu aragtiricilar, L. sativa tohumlarmm 100 mM NaCl ¢6zeltisinde ¢imlenmelerinin
belirgin gekilde geriledigini ve NaCl artigimin fide biiylimesinde gecikmelere yol
agmasina ragmen bitki geligiminin devam ettigini kanitlamiglardir.

Kirmizi lahana ise ¢imlenme evresinde NaCl den fazla etkilenmezken;
fide asamasinda 6zellikle kok gelisimlerinin yavaslamasi sonucu biiylimenin inhibe
oldugu saptanmugtir. 50 ve 100 mM NaCl serilerinde yetistirilen fidelerin koklerinin
govdeye oranla oldukea geriledigi belirlenmistir. Cimlenme evresinde tuza dayanikli
bir bitki olan Cordia rothii ile yapilan benzer bir ¢aligmada ise artan tuz stresi sonucu
kok ve govde uzunlugunun belirgin oranda geriledigi kaydedilmistir [159]. Boylece
kirmizi lahana bitkisinin NaCl stresine karsi ¢imlenme ve biiylime evrelerinde
gosterdigi farkli yanitlar baska bir bitki tiirti ile yapilan aragtirma ile de
desteklenmektedir.

Biiytime ile ilgili ¢alismalarin bir diger yonden kanitlanmasi igin yapilan
analizlerde ise domates ve kirmizi lahana fidelerinin kék, hipokotil, kotiledonlari ile
tiim bitkinin taze ve kuru agirlik oranlari belirlenmistir. NaCl igeren serilerde
yetisen domates bitkisinde kontrole gére taze ve kuru agirlik oranlarinda belirgin
diizeyde azalmalar ortaya g¢ikmistir. Bu durum literatiir bilgileri ile de
desteklenmektedir. Seker pancar bitkisi ile yapilan benzer bir ¢alismada da NaCl
stresi altinda bitkinin kok ve govde kuru agirlik oranlarinin belirgin sekilde azaldig:
kaydedilmigtir [39].

Kirmizi lahanada ise NaCl uygulamalari sonucu fide geligiminin
gerilemesine ragmen hipokotil ve kotiledonlarin taze aguwliklarimin arttigi, buna
karsin kuru agirliklarinin azaldigr dikkat ¢ekmektedir. Bu durumun bitkinin NaCl
stresine karst su kaybmi engellemek tizere hiicrelerinde biriktirdikleri osmotik
bilesiklerden kaynaklandig: ileri stiriilebilir [S8]. Benzer sonuglar bazi arastirmacilar
tarafindan da tespit edilmis ve gesitli sekillerde degerlendirilmistir. NaCl stresi
altinda bazi kiiltiir bitkilerinin dokularindaki bagli su miktarmin arttigi ve bu
bulgular elde edilmistir [35]. NaCl uygulanmig 4 farkl Brassica tiirii ile yapilan bir
¢alismada ise; B. oleracea’nin NaCl e daha duyarli oldugu ve disaridan tuz
uygulamalari sonucu kuru agirhiklarinin diger Brassica tiirlerine goére oldukega
geriledigi ileri stirtilmektedir [160].

Buraya kadar elde edilen sonuglardan, bitki tiirleri arasinda oldugu kadar;
ayni tiirtin farkll gelisim evrelerinde de NaCl toleransinin degisiklikler gosterebildigi
ortaya ¢ikarilmigtir. Bu veriler ayn1 zamanda Strogonov’un [35] ileri stirdtigt bir
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hipotezi de dogrular niteliktedir. Buna gore ¢imlenme agsamasinda NaCl uygulanan
domates tohumlarinin tuza adaptasyon gelistirdikleri ve biiyiimelerinin gerileyerek
de olsa devam ettigi ileri stirtilmektedir.

Arastirmanin bundan sonraki kisminda NaCl iin bitkilerin pigment
(klorofil ve antosiyanin) igerikleri lizerine olan etkileri incelenmek istenmistir.
Bilindigi gibi klorofil fotosentetik bir pigment olarak yesil bitkiler igin hayati Snemi
olan bir molekiildiir. Tarim bitkilerinin tuza toleransimi gosteren parametrelerden
birini de klorofil igerigi olusturmaktadir [155]. Bu ¢aligmada, domates ve kirmizi
lahana bitkilerinin kotiledon ve hipokotillerinde NaCl konsantrasyonu artiginin
klorofil igeriginde azalmalara neden oldugu belirlenmistir. Hernandez ve
arkadaglarinin [161], NaCl e duyarli bezelye bitkisinde klorofil yikiminin arttiina
dair yaptiklar1 bir aragtirma da bu ¢aligmadan elde edilen degerleri teyid eder
niteliktedir.

Bu ¢aligmada {izerinde durulan esas konu ise NaCl uygulamalar1 sonucu
bitkilerde stres etmenlerine karsi koruyucu bir pigment oldugu ileri siiriilen
antosiyanin igeriginin tespit edilmesidir. Bu konu ile ilgili literatiir incelendiginde,
tuz stresinin bitkilerdeki pigmentasyona etkileri ile ilgili ¢alismalarin azligi dikkat
¢ekmektedir. Bu konunun tizerinde ilk defa Strogonov [162] tarafindan durulmus,
sonraki yillarda bununla ilgili dogrudan bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Son yillarda
NaCl stresinin de yer aldifi cesitli ¢evresel stres kosullarinda antosiyanin
molekiiliinin davranislar: ile ilgili aragtirmalar yapilmistir [123, 163]. Cevahir’in
[164] Helianthus annuus fideleri ile yaptigi bir ¢alismada ise NaCl uygulanmis
aygigegi fidelerinin hipokotillerinin alt kisimlarinda belirgin bir gekilde antosiyanin
birikimi oldugu bildirilmistir.

Bu caligmada da NaCl uygulamalar1 sonucu kotiledon ve
hipokotillerdeki antosiyanin iceriginin arttigi kaydedilmistir. 100 mM NaCl de
yetisen domates bitkisinin hipokotillerinde 6nemli miktarlarda antosiyanin birikimi
oldugu saptamirken; koéklerde bu bilesiklere rastlanmamigtir,  Kirmizi lahana
bitkisinde de NaCl stresinin antosiyanin birikimini tegvik ettigi belirlenmisgtir.
50, 100 mM NaCl serilerindeki fidelerin hipokotil ve kotiledonlarimin yiiksek
miktarlarda antosiyanin igerdigi saptanirken; bu bitkinin koklerinde de az miktarda
antosiyanin olusumuna rastlanmistir. Ozellikle tuz stresi altinda kirmizi lahana
yapraklarinda antosiyanin miktarimn arttigi ilk defa Strogonov [35] ve Poljakoff-
Mayber [165] tarafindan ortaya atilmistir. Koklerdeki antosiyanin birikimi ise
Kaliamoorthy ve ark. [116] tarafindan NaCl uygulanmis musir bitkisi ile yapilan bir
calismadan elde edilen verilerle paralellik gostermektedir. Ayrica Brassica rapa ve
B. napus tiirlerinin koéklerinde de demir ve fosfor eksikligi sonucunda antosiyanin
olusumu tespit edilmistir [166]. Domates ve kirmizi lahana bitkilerinden elde edilen
sonuglarin yukarida izlenen literatiir bulgulari ile de uyumluluk iginde oldugu
gortilmektedir.
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Bu aragtirmadan elde edilen sonuglara ve literatiir bilgilerine gore
bitkilerde bulunan iki énemli pigmentin NaCl stresinden farkli sekillerde etkilendigi
ortaya ¢ikmmgstir. NaCl gibi ¢evresel stres kosullarimin bitkilerde klorofil yikimina
yol agarken [161]; antosiyanin ve diger sekonder metabolitlerin sentezini tesvik ettigi
kamitlanmistir [163]. Bu verilerin 15181 altinda tuz stresi uygulamalar1 ile artan
antosiyanin pigmentlerinin fotosentez olayinda metabolik faaliyetler sonucu
meydana gelen serbest oksijen radikalleri ile UV ve diger gevresel etmenlerin zararlt
etkilerini yok ederek klorofil pigmentlerini koruduklari ileri stiriilebilir [123]. Zira
¢ogunlukla epidermal hiicrelerin vakuollerinde ¢6ziinmiis olarak birikim g&steren
antosiyanin bilesiklerinin bir UV filtresi olarak is goérdiiklerine ve bdylece
fotosentetik dokularin zarar gormesini engellediklerine dair pekgok caligma
yapilmugtir [123, 124, 125). Ik gelisim evrelerindeki siirgiin uglar1 ile yapraklarin
kirmizi renkte olmalarimin da yine benzer bir korunma sistemi sonucu antosiyanin
pigmentlerinden kaynaklandigi belirtilmigtir [124]. Biitin bu arastirmalarin
sonucunda antosiyanin pigmentinin stres etmenleri altinda daha fazla miktarda
sentezlendigine ve bir ¢esit bitkisel savunma sistemi gibi calistigina dikkat
cekilmektedir.

Aymi deney serisinde NaCl stresinin bitkilerde yol agtigi biyokimyasal
degisimleri incelemek {izere domates ve kirmizi lahana bitkilerinin kék, hipokotil ve
kotiledonlarindaki total ¢ziiniir protein igerigi Bradford [154] yéntemine gore tayin
edilmistir. NaCl uygulamalar1 sonucunda domates ve kirmizi lahana bitkilerinin
siras1 ile kok, hipokotil ve kotiledonlarinin protein miktarlarinda énemli azalmalar
meydana geldigi saptanmistir. Bu sonuglar arastiricilar tarafindan NaCl tin toksik
etkilerine baglh olarak enzim aktivitelerindeki degisimlere ve proteinlerin
hidratasyonunun  azalmasina bagli olarak protein yikimmun artmasia
dayandirilmaktadir [28, 29]. Davies [88] ise bu durumun ozellikle stres kosullar:
altinda artan aktif oksijen tiirlerinin diger hiicresel makromolekiiller gibi proteinlere
de zarar vermeleri sonucunda kaynaklandigini ileri stirmektedir. Bu ¢alismadan elde
edilen veriler yukaridaki bulgular destekler niteliktedir.

Protein sentezindeki azalmalara karsin bitkideki total amino asit
miktarindaki artis dikkat ¢ekmektedir [76]. Bunlardan en bilineni tuzluluk ve
kuraklik kosullarinda sentezi artan ve osmotik koruyucu islevleri oldugu bilinen
prolin ve glisinbetain amino asitleridir [77, 78, 79]. Burada {izerinde durulan bir
diger amino asit ise antosiyaninler ve bazi diger flavonoidlerin biyosentezinde dnciil
olarak rol alan fenilalanindir. Strogonov [35], tuz stresi sonucu artan metabolik ara
tirtinlerinden birisi olan fenilalaninin oksitlenerek bitkilerdeki bazi renkli bilesiklere
dontistiigli yonlinde bulgular elde etmistir. Giiniimiizde de bu sonuglar destekleyen
bazi ¢aligmalar yapilmistir. Bunlardan birisi fenilalaninin antosiyaninlere ve diger
sekonder metabolitlere doniistimiinde (fenilalanin biyosentez yolu) dnemli bir roli
olan fenilalanin amonyak liyaz (PAL) enziminin NaCl stresi altinda aktivitesinin
artt1f1 yoniindedir [167].
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Yukarida agiklanan verilerin 15181 altinda stres kosullarinda total protein
miktarinin artig1 ya da azalisi ile antosiyanin verimi arasinda bir paralellik kurmak
miimkiin olacaktir. Bunun igin Oncelikle ¢ok genis bir alana sahip olan
fenilpropanoid metabolizmasim1 incelemek, bu problemi agikliga kavusturmak
acisindan faydal: olacaktir. Buraya kadar elde edilen sonuglardan ve literatiir
bilgilerinden yola ¢ikilarak; NaCl uygulamalarmin fidelerde total protein sentezini
yavaglatirken antosiyanin gibi sekonder metabolitlerin birikimini hizlandirdig: fikri
ileri stirtilebilir. Bu durum transgenik Arabidopsis bitkisi ile yapilan ¢aligmalardan
elde edilen sonuglarla da benzerlik géstermektedir. Bu bitkilerde NaCl uygulamalar
sonucu AtGSK1 diye tanimlanan 6zel bir stres proteninin sentezinin arttig
kaydedilirken; fidelerde fenotipik olarak antosiyanin birikiminin olustugu
gozlenmistir [80].

Son yillarda bitki dokularindaki peroksidaz aktivitesinin g¢esitli
biyokimyasal tepkimelerle ilgili oldugu pekgok arastiricinin ilgisini ¢ekmektedir
[91, 92, 93, 95]. Oksidatif ve abiyotik stres etmenlerinin yol a¢tif1 biyokimyasal
degisimler i¢inde total peroksidaz aktivitesindeki artig ortak bir yamit olarak kabul
edilmektedir [91, 92, 93]. Bu aragtirmada da NaCl uygulamalarinin domates ve
kirmizi lahana fidelerinde peroksidaz enzimi aktivitesini arttirdid: tespit edilmistir.
100 mM NaCl serilerindeki fidelerde peroksidaz aktiviteleri en yiiksek degerlerde
cikmigtir. Bu sonuglar Sancho ve arkadaslarinin [95] yaptig1 benzer bir ¢aligma ile
de teyid edilmektedir.

Tuzlu ve kurak ¢evresel kosullar ile suda ¢dziiniir antioksidan bilegikler
ve antioksidan enzimler arasimndaki iligkiler hakkinda gesitli yayinlar yapilmistir
[89, 90, 148]. Tuz uygulamalari sonucu peroksidaz aktivitesindeki artig dikkat
cekmektedir. Bunun oOzellikle stres kosullarinda ¢ok miktarda ortaya ¢ikan ve
diftizyonla vakuole de gegebilen hidrojen peroksit (H,0,) radikalinden kaynaklandigi
ileri stirtilmektedir [85]. Buraya kadar elde edilen verilerin 15181 altinda tuz stresi ile
peroksidaz aktivitesi ve antosiyanin igerigi arasindaki baglantilar bulunmaya
caligilmisgtir.

Tuz stresinin hiicrelerdeki hidrolitik olaylar1 tegvik etmesi sonucunda
¢esitli oksidatif enzimler ile okside olabilen substratlarin arttig1 ve bunun bitkilerde
degisik renklerde bilegsiklerin olugumuna yol agtig ileri siirlilmtistiir [35]. Yamasaki
ve ark. [97] ise bu durumu bir flavonol-peroksidaz sistemi aracilifiyla
agiklamiglardir.  Fenol-peroksidazlar (ya da flavonoid peroksidazlar) diye de
tammlanan peroksidaz izoenzimleri hiicrelerin vakuollerinde islev goérmektedirler
[97]. Bu enzimler vakuolde birikim gosteren flavonoidlerin oksidasyonu ve bir
baska antioksidan bilesik olan askorbatin aracilifiyla H,O, yi par¢alayarak zararsiz
hala getirebilmektedirler [97, 168]. Goriildiigli gibi bu arastirmadan elde edilen
veriler yukarida izlenen literatiir bulgular1 ile ortak noktalar igermektedir.
Dolayisiyla; NaCl stresi uygulamalari sonucunda olusan serbest oksijen
radikallerinin yok edilmesinde, bu kogullarda aktiviteleri artan peroksidaz
izoenzimlerinin; antosiyanin pigmentleri ile beraber ¢alistiklari ileri siirtilebilir.
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Buraya kadar izlenen biitiin bu sonuglara gore; deneysel olarak seg¢ilmis
farkls NaCl konsantrasyonlar: igeren su kiiltlirli diizeneginde yetistirilen domates ve
kirmiz1 lahana fidelerinin ¢imlenme ylizdeleri, kok ve gdvde uzunluklari, taze ve
kuru agirlik oranlari tespit edilerek bitkilerin fizyolojik olarak tuzluluga uyum
(adaptasyon) yapmalar: saptanmaya calisilmistir. Elde edilen verilerin 15181 altinda
orta dereceli tuzlu topraklarda domates yetistirilmesi uygun bulunurken; daha fazla
antosiyanin igerigine sahip olmasina ragmen kirmizi lahananin tuza duyarli bir bitki
oldugu dikkate alinarak tuzlu topraklarda yetistirilmemesi 6ngoriilebilir. Tuzun
bitkilerde yol agtign biyokimyasal degisimler diizeyinde ise domates ve kirmizi
lahanada klorofil igeriginin gittikge azaldigi oysa koruyucu bir pigment olarak
bilinen antosiyaninin 6zellikle hipokotillerde artis gosterdigi ortaya g¢ikarilmigtir.
Calisgmanin bundan sonraki kisminda tuz stresi sonucunda her iki bitkide de total
¢cozlinlir protein igeriginin azaldif1, peroksidaz aktivitesinin ise artti1 tespit
edilmigtir.  Bu aragtrmadan elde edilen sonuglarin bilingsiz uygulamalarla
coraklagan topraklarimizin yeniden iiretime agilmasi igin yliksek bitkilerde tuza
direngli tiirlerin segilmesi ve 6zelliklerinin saptanmasi ya da bu 6zelliklerin bitkilere
genetik yollarla kazandirilmasi amaciyla yapilacak olan ¢aligmalara yon verecegi
timit edilmektedir.

Bundan sonra yapilacak olan aragtirmalarda bitkilerde dogal olarak
bulunan ve gesitli stres kosullar1 altinda sentezi artan antosiyaninlerin bitkileri
korumalarinin yaninda antioksidan ozellikleri ile de insan saglifina olabilecek
yararlarim (kanser, kalp krizi, lipid peroksidasyonunun dnlenmesi gibi) incelemek
hedef segilmistir. Bunlarin yaninda ¢esitli tuz konsantrasyonlar1 uygulanmasi ile
hem flavonoid peroksidaz aktivitesinin hem de antosiyanin birikiminin artmasinin
birlikte ¢aliyma mekanizmasim ¢oziimlemek igin daha ayrintili bilgilerin edinilmesi
amaglanmaktadir.
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