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GENC PIRINC FIDELERINE DISARIDAN
GLISINBETAIN UYGULANMASIYLA, TUZA (NaCl)
TOLERANSININ ARTTIRILMASINDA ANTIOKSIDANT
ENZIiM AKTIVITESININ ROLUNUN ARASTIRILMASI

DEMIRAL, Tijen

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Ismail TURKAN
Ocak 2003, 75 Sayfa

Bu ¢aligsmada, farkli tuz toleransina sahip iki geltik (Oryza sativa L.) ¢esidi
(tuza toleranshi Pokkali ve tuza duyarli IR-28)’na distan uygulanan glisinbetainin
(GB), NaCl stresine bagli olarak olusan oksidatif zarara karsi koruyucu roli,
biiylime parametreleri (kdk ve govde), bagil su igerigi, net fotosentetik verim,
fotosentetik pigment igeridi, protein, prolin, malondialdehit miktarlarn ve
stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (AP), katalaz (CAT), peroksidaz
(POX) ve glutasyon reditktaz (GR) gibi antioksidant enzim aktiviteleri
bakimindan karsilastirma yapilarak arastirilmustir.

GB 0n uygulamasi, her iki gesitte tuz stresiyle olusan tepkileri farkli
sekillerde etkilemistir. Tuz stresine bagl olarak her iki kiiltivarin bilyiime
parametrelerinde, fotosentetik veriminde, pigment ve bagil su igeriginde olusan
azalma glisinbetain sayesinde 6nlenmistir. Pokkali’de gerek temel gerekse NaCl

stresiyle olusan lipit peroksidasyonu IR-28’den daha diisiik diizeydedir. Tuz
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uygulamasina bagl olarak Pokkali’nin SOD, AP, CAT ve GR aktivitelerinde
artiy, POX aktivitesinde ise azalma goriiliirken; IR-28’in SOD, AP, ve POX
aktivitelerinde artis, CAT ve GR aktivitelerinde ise azalma gériilmiigtiir. GB 6n
muamelesi Pokkali’de, tuza bagh olarak artan SOD, AP, CAT ve GR
aktivitelerini azaltmig ve tuz stresiyle azalan POX’1 arttirmigtir. Buna karsin GB
6n uygulamasiyla IR-28’de NaCl stresiyle SOD ve AP’in artan aktivitelerinin
daha ¢ok tesvik edildigi, CAT ve GR’da olusan azalmamin Onlendigi ve
POX’daki artigin ise azaldig1 goriilmiistiir. Dolayistyla distan GB uygulamasi her
iki kiiltivardaki antioksidant enzim aktivitelerini farkl sekillerde etkilemistir.
Elde edilen bu bulgular, GB uygulamasimin Pokkali ve IR-28’i NaCl
stresinden koruyarak, kiiltivarlarin NaCl’e bagli oksidatif stresten daha az

etkilenmesini saglamastir.

Anahtar sozciikler : Antioksidant enzimler, geltik (Oryza sativa L.), lipit

peroksidasyonu, tuz stresi
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF ANTIOXIDANT
ENZYME ACTIVITIES IN YOUNG RICE SEEDLINGS
APPLIED WITH EXOGENOUS GLYCINEBETAINE UNDER
SALT STRESS IN RELATION TO SALT TOLERANCE
INCREMENT

DEMIRAL, Tijen

MSc in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Ismail TURKAN
January 2003, 75 pages

In this study, the role of exogenously applied glycinebetaine (GB) in the
alleviation of oxidative damage caused by NaCl stress was studied in view of
growth parameters, relative water content, net photosynthetic -efficiency,
photosynthetic pigments, protein, proline, malondialdehyde contents and
activities of some antioxidant enzymes such as superoxide dismutase, ascorbate
peroxidase, catalase, peroxidase, and glutathione reductase in two rice (Oryza
sativa L.) cultivars differing in salt tolerance (salt tolerant Pokkali and salt
sensitive IR-28), comparatively.

GB application affected salt stress responses of two rice cvs. in a different
way. Reductions in growth parameters, photosynthetic efficiency, pigment
contents and relative water content of rice cvs. under salt stress were

compensated by GB application. Both constitutive and induced lipid peroxidation
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levels of Pokkali induced by NaCl were lower than of IR-28. While activities of
SOD, AP, CAT and GR increased but POX decreased in Pokkali, activities of
SOD, AP, and POX increased but CAT and GR decreased in IR-28 under salt
stress. GB application decreased and increased, respectively, enhanced activities
of SOD, AP, CAT, GR and reduced activity of POX in Pokkali under salt stress.
Whereas, GB treatment more induced increased activities of SOD and AP,
prevented CAT and GR activities from deéreasing and also decreased increased
activity of POX in IR-28 under NaCl stress. Therefore, exogenously applied GB
affected activities of antioxidant enzymes differently in both rice cultivars.

These findings suggest that GB treatment protects Pokkali and IR-28

against NaCl stress by lessenig the effect of oxidative damage.

Keywords: Antioxidant enzymes, rice (Oryza sativa L.), lipid peroxidation, salt

stress.
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GENC PIRINC FIDELERINE DISARIDAN GLISINBETAIN
UYGULANMASIYLA, TUZA (NaC)) TOLERANSININ
ARTTIRILMASINDA ANTIOKSIDANT ENZIiM AKTIiVITESININ
ROLUNUN ARASTIRILMASI

1. GIiRIS

Karasal 6karyotlar, toprak-atmosfer devamhilifinin ara bir fazim
olustururlar. Bitki temelde gelecek tohum neslini tiretebilme gabasiyla, cevresel
sinyaller, mineral beslenmedeki degisim, suyun miktarinda ve kalitesinde olugan
farkliliklar, sicaklik degisimi, disaridan (eksojen) kimyasal madde (dogal veya
sentetik) uygulamas: gibi her tiirlii stresle baga ¢ikmak zorunda olan oldukga
duyarh bir protoplazma kitlesidir. Bitki her bir strese karsi, farkli biiyiime
donemlerinde fakli tepkiler gosterir. Farkli gen igerikleri, farkli cevresel
kosullarda bulunan bitkilerin hayatta kalmalarina olanak saglamistir. Bu durum,
farkl1 streslere adaptasyonun bir etmeni olmaktan daha ziyade, farkli stres
kosullarinda hayatta kalabilmenin bir 6l¢iisiidiir. Bu nedenle bitkinin hayatta
kalma sansim hangi mekanizmalarin arttirdifinin bilinmesi, tolerans/direng
reaksiyonlarim yoneten kompleks mekanizmalarin anlagilmas: bakimindan biiyiik
bir 6nem tagimaktadir (Wilkinson, 1994).

Bir ¢ok c¢alismada, abiotik stresin 1slahtm amaglayan yontemler
aragtinlmigtir. Fakat piyasada bununla ilgili ticari {irlinler bulunmamaktadir.
Bunun nedeni olasilikla, bu 6zelliklerin nicel olmasindan ve aslinda bu siireglerle
ilgili olarak da ¢ok az sey bilinmesinden kaynaklanmaktadir. Mineral stresi,
herbisid ve patojen direnci, tuzlu toprak ve sicaklik stresi toleransi, su ve giibre
alma-kullanma verimi gibi taktikler; tiretim girdilerini azaltmak, gevreéel kirliligi
en aza indirmek ve giiclii bir ekolojik sistem olusturmak i¢in potansiyel olarak
olduk¢a yararli yontemlerdir. Siirdiiriilebilir tarim uygulamalar, edafik gevreyi
bitkinin ihtiyaglarina gore degistirmek yerine bitkinin kisith girdilere sahip



ortamlara tolere edebilmelerini saglayan genetik manipiilasyonlar yapma
yoniinde degigmistir. Bu yiizden, g¢evresel streslere karsi bitkilerin gosterdigi
direnci arttirmada, gerek savunmada rol alan kompleks sistemlerin igleyiginin
ortaya ¢ikarilmasinin, gerekse tolerans/diren¢ reaksiyonlarim yéneten
mekanizmalarin anlagilmasinin 6zel bir 6nemi vardir. Bu ¢evresel streslerden
birini olusturan tuzluluk, yaygin bir sekilde tahillarin verimini ve dagilimim
sinirlayan en O6nemli gevresel faktorlerden birisidir. Diinyanin tarim yapilan bir
¢ok bolgesinde diger tuzlarin olusturdugu stresin de 6nemli olmasina kargin, en
sik kargilagilan tuzluluk sorununu NaCl olusturmaktadir. Radyoaktif markirlarn
kullamlmasiyla Na® katyonu ve cl anyonunun olusturdugu zararhh etkiler
arasinda net bir farkhlik bulunmugtur. Bununla birlikte genel olarak her iki iyon
da fotosentezi 6nemli derecede engellemekte ve sonugta oksidatif hasara neden
olmaktadir.

Ortamda yiiksek konsantrasyonda tuz (tipik olarak Na') bulunmasi, bitki
hiicrelerinden su c¢ikisizi ve hiicre igine agsin miktarda iyon girmesini
sonug:landmr. Sitoplazmada Na' iyonu konsantrasyonundaki artis, bitki
hiicrelerinde iyon dengesinin, bir ¢ok fizyolojik siirecin ve enzimatik aktivitenin
bozulmasina ve bunun sonucunda hiicre bilyiimesinin 6nlenmesine neden olur
(Dash ve Panda, 2001). Bu nedenle, eger ortam diizelmezse her iki iyonun varhig,
ekonomik kayiplara neden olur.

Ozellikle fazla sulama yapilan tarimsal alanlarda giderek artan bir sorun
haline gelen tuzluluk; yiiksek bitkilerde gok gesitli metabolik bozukluklara neden
olur. Ekonomik olarak en 6nemli kiiltiir bitkileri tuzlu toprak kosullarina oldukga
duyarhidir. Bu duyarl tiirlerden biri olan ¢eltik, diinya populasyonun yaklasik
1/3’den fazlasimn en temel besin maddesini olugturur ve insan beslenmesinde
onemli bir yer tutar. Tahil tiretiminde diinyamn ilk 10 iilkesi icinde yer alan

Tirkiye’de ozellikle Karadeniz ve Marmara Bolgeleri’nde yapilan geltik



iiretiminde, GAP Projesiyle birlikte énemli artiglar beklenmektedir. Tiirkiye
yiizél¢iimiiniin yaklasik onda biri bityiikliigiinde (75 bin km2) bir alam i¢ine alan
ve diinyada simdiye kadar yapilmig en entegre projelerden biri olan GAP Projesi
2005 yilinda tamamlandiginda, bolgedeki 3.1 milyon hektarlik islenebilir tanm
arazisinin 1.7 milyon hektarhlk kismi (%55) sulanabilecektir. GAP'in
tamamlanmasiyla birlikte iiriin deseninde de biiylik degisiklikler olmasi
beklenmektedir. Tiirk halkinin temel besin maddeleri arasmna girdigi igin tretimi
tiiketimine yetmeyen ve bu nedenle her yi1l 6nemli miktarda ithal edilen geltigin
iretiminde, hem ekilig alanlarina hem de verimlilik artiglarina bagh olarak 6nemli
artiglar beklenmektedir.

Dogal ve tarimsal sistemlerde yaygin bir stres olusturah topraktaki yiiksek
sodyum (Na") konsantrasyonunun etkisiyle su potansiyeli ve iyon dagiliminda
olusan dengesizlikler, oksidatif hasara neden olan oksijen radikallerin olusumunu
tesvik eder. Tuz stresinin yam sira kuraklik, diigiik sicaklik ve donma gibi stres
faktorleri, magnezyum veya potasyum kith@ gibi besin sinirlamalari, ozon ve
kiikiirt dioksit gibi hava kirleticileri, paraquat ve asiflorfen gibi herbisitler de,
lﬁicresel ya;pllara zarar veren oksijen radikallerinin olusumunu arttirmaktadir
(Satoh ve Murata, 1998). Ayrica, H,O, (hidrojen peroksit), siiperoksit (O;™)
radikalleri, hidroksil radikalleri (*OH) ve tek degerlikli oksijen ('O,) gibi aktif
oksijen tiirleri bitki hiicrelerinde meydana gelen kloroplastik, mitokondriyal, ve
peroksizomal oksidatif reaksiyonlarla da; iretilmektedir. Molekiiler oksijen
(02)’in oldukga kararl bir yaptya sahip olmasina karsin, yasamsal reaksiyonlarin
talihsiz bir sonucu olarak veya streslerin tegvikiyle olusan bu aktif oksijen tiirleri,
koruyucu mekanizmalar iglev gérmedigi taktirde, sadece bitkilerin degil, herhangi
bir aerobik organizmanmin hiicre yap1 ve islevine zarar verebilir. Stressiz
kogullarda, antioksidant savunma sistemi aktif oksijen tiirlerine karsi gerekli
korunmay1 saglar (Fridowich, 1998; Cakmak ve ark., 1993).



Yiksek yapii bitkilerde, fotosentetik elektron transferi esnasinda,
ferrodoksin ¢ok fazla indirgendigi zaman elektronlar siiperoksit radikalleri
olusturmak {izere fotosistem I (PS I)’den oksijene transfer olurlar. Bu siireg
Mehler Reaksiyonu olarak isimlendirilir (Heldt, 1997). Siiperoksit radikali
kimyasal bakimdan ¢ok kararsiz bir molekiildiir. Bu radikal, hiicrede mevcut olan

Fe** ve Cu?* metal iyonlarim indirger ve kararh hale geger (O»).

0, + Fe’(Cu*)— 0, + Fe**(Cu")

Bu yiizden siiperoksit radikallerinin etkin bir gekilde ortadan kaldirilmasi
gerekir. Tilakoid zarinda bulunan Siiperoksit dismutaz (SOD; stiperoksit:
stiperoksit oksidorediiktaz, EC 1.15.1.1) enzimi, siiperoksitin HyO, ve O;’ne
doniistimiinii  katalizleyerek savunma sisteminde anahtar bir rol oynar. Bu

reaksiyona 2 proton alimmu eslik eder (Bowler ve ark.,1992).

SOD
20, +2H" — 0, +H,0,
Indirgenmis metal iyonlan varhiginda, siiperoksit ve hidrojen peroksit,
Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikallerini olusturmak iizere tepkimeye
girebilir (Bowler ve ark., 1992).

Fe**, Fe**
H0,+ 0, ——» OH ++*OH+ 0,

Hidroksil radikali (*OH) de ¢ok kararsiz bir molekiil olup, oksidasyon ile
enzimlere ve lipitlere zarar verir. Bitki hiicresi *OH radikaline karsi koruyucu
enzimlere sahip degildir. Bu nedenle, O,"”’in SOD tarafindan hizlica elimine
edilmesi sayesinde metal iyonlarinin indirgenmesi 6nlenmis olur. Fakat SOD
aktivitesiyle olusan H,O, ‘in de derhal ortadan kaldinlmas: gerekir, ¢linkii

kloroplastlarda CO,-indirgenme dongiisinde goérev alan bir ¢ok enzim



(fruktozbifosfataz, ribulozfosfat kinaz, NADP-gliseraldehit fosfat dehidrogenaz
v.b.) hidrojen peroksite olduk¢a duyarli oldugundan CO, fiksasyonu inhibe
edilmektedir (Satoh ve Murata, 1998). Biyolojik sistemlerden H;O,’nin
uzaklagtinlmasinda glioksizomlar, peroksizomlar ve mitokondride yer alan
katalaz enzimleri ile, gesitli formlardaki peroksidazlar gorev almaktadr.
Askorbat peroksidazlar (AP; EC 1.11.1.11) sitozolde, peroksizomlarda ve
kloroplastlann.tilakoid zarlarinda bulunurlar (Nakano ve Asada, 1981; Asada,
1992).  Peroksizomlarda  bulunan AP, fotorespirasyonun  glikolat
metabolizmasiyla bol miktarda iiretilen H,O,’nin uzaklagtirllmasinda katalaz
enzimine yardimci olmaktadir. AP, askorbati elektron vericisi olarak kullanarak
H,0,’i suya indirger (Asada, 1992). Bitki hiicrelerinin 6nemli bir antioksidant:
olan askorbat, AP enzimi tarafindan monodehidroaskorbat (MDHA) radikaline
okside edilir. MDHA, kloroplast stromasinda ve sitozolde bulunan, NAD(P)H
bagimli bir monodehidroaskorbat rediikktaz (MDHAR; EC 1.6.5.4) enzimi
tarafindan askorbata indirgenir veya MDHA, indirgenmis ferrodoksin araciligiyla
spontan olarak PS-I tarafindan yeniden askorbata doniistiiriiliir. 2 molekiil
MDHA radikali bir bagka alternatif olarak Askorbat (Asc) ve dehidroaskorbata

parcalanabilir.

spontan DHAR
2 monodehidro- Dehidro- Askorbat
askorbat ; askorbat T.%
Askorbat 2GSH GSSG

Pty

NADP*  NADPH+H'
MDHA hizlica Asc ve DHA’a pargalandifindan dolay: hiicrelerin MDHA
konsantrasyonlann genellikle diisiiktir. MDHA radikali, lipid gibi diger

molekiillerle hemen etkilesime girmediinden nispeten  zararsizdir.



Dehidroaskorbat (DHA)’tan, glutasyonun yiikseltgenmesiyle askorbat tretilir ve
bu reaksiyon Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR; EC 1.8.5.1) enzimi tarafindan

katalizlenir.

DHAR
Dehidroaskorbat + 2GSH —® GSSG + askorbat

enzim olmadan
Dehidroaskorbat + 2GSH ——® GSSG + askorbat

Glutasyonun metabolik diizenleyici ve antioksidant olarak oynadif: bir gok
rol (Noctor ve Foyer, 1998) onun glutasyon disiilfit’e (GSSG) okside olmasiyla
sonuglanir. Glutasyonun oksidasyonu, 2 glutasyon molekiiliindeki sistein

aminoasitleri arasinda bir disiilfit baginin olugmasiyla gergeklesir.

Glutasyonun redoks reaksiyonu:

Glu—Cys—Gly Glu—Cys—Gly

| 2¢ +2H' |

SH / S

|

SH > > S

| I
Glu—Cys—Gly Glu—Cys—Gly
Indirgenmis Glutasyon Yiikseltgenmig Glutasyon
(GSH) (GSSG)

Fakat glutasyon islevlerinin birgogunu indirgenmis formda (GSH)
gergeklestirebilir. Okside olmug glutasyonun (GSSG), GSH’a indirgenmesi
Glutasyon rediiktaz enzimi (GR) tarafindan, NADPH bagiml bir reaksiyonla
gergeklestirilir (Foyer ve Halliwell, 1976).

GR
GSSG + NADPH + HY —» 2GSH + NADP*



Bu nedenle GR enzimi, glutasyonu ve askorbati igeren oksidasyon-
rediiksiyon dongiisii aracilifiyla igsel H,0,’in kontroliinde Onemli bir rol
almaktadir (Foyer ve Halliwell, 1976; Noctor ve Foyer, 1998).

Literatiirde ¢evresel streslere maruz kalan bitkilerde aktif oksijeni
uzaklagtiran enzim aktivitelerinin arttif1 ve ¢ogu durumda bu artisa, bu enzimlere
ait proteinlerin ve mRNA’larin seviyelerinde meydana gelen artiglarin da eglik
ettigi bildirilmektedir (Satoh ve Murata, 1998). Ayrica, fotooksidatif stresler
tarafindan tesvik edilmis yiiksek antioksidant enzim aktivitelerine sahip bitkilerin
siddetli strese karsi direng gosterdikleri ve bitkilerin ¢evresel streslere karsi
gosterdigi tolerans ile aktif oksijeni ortadan kaldiran enzimleri arasinda yakin bir
iliski oldugu rapor edilmistir (Scandalios, 1993; Cakmak ve ark., 1993;
Hasegawa ve ark., 2000; Acar ve ark., 2001; Sato ve ark., 2001; Kang ve Saltveit,
2002).

Glutasyon (GSH), askorbat (Asc), tokoferol gibi gesitli redoks elemanlarim
ve SOD, AP, GR, MDHAR, DHAR, CAT, POD gibi enzimleri kapsayan aktif
oksijen uzaklagtiran sistem bitki yasami igin zorunludur. Bu sistem, uygun
olmayan kosullarda biiyiiyen bitkilerin yagamlarini devam ettirebilmeleri i¢in ok
Onemli bir sistemdir.

Tuzluluk, kuraklik, diisiik veya yiiksek sicaklik gibi ¢esitli gevresel streslere
maruz kalan yiiksek yapili bitkinin gésterdigi 6nemli reaksiyonlardan birisi de,
bir ¢ok inorganik iyonlarin sentezlendigi vakuol igerigi, veya hiicre dis1 bslmeyle
(apoplast) iligkili bir ozmotik denge saglamaya yéneliktir. Bu islem, hiicrelerin
sitoplazmalarinda bazi ozmolit bilegikler biriktirmeleriyle gergeklesir. Bu
ozmotik koruyucu bilesikler genellikle, diigiik molekiiler agirlikli olan, yiiksek
konsantrasyonlarda bulunduklarinda metabolizmay: engellemeyen ve fizyolojik
pH’da net bir yitk tasimayan organik bilesikler olarak tammlamrlar. Bu bilesikler,

mannitol gibi polihidroksilli seker alkollerini, prolin gibi aminoasitleri ve



bunlarin tiirevlerini, tersiyer siilflirlii bilegikleri ve kuaterner amonyum
bilesiklerini igerir. Ozmotik koruyucular sitoplazmadaki ozmotik basinci
yiikseltmelerinin yaminda uygun olmayan tuz veya sicaklik diizeylerinde
proteinleri ve membranlan stabilize ederlér. Bu nedenle ozmotik koruyucular
hiicrelerin ¢esitli olumsuz ¢evre kosullarina uyum saglamasinda Onemli rol
oynarlar,

Bitkilerin uygun olmayan ¢evre kosullarinda sentezleyerek biriktirdigi
ozmotik koruyucu bilegiklerin 6nemli bir grubunu olusturan betainler, azot
atomunun tamamen metillendigi amino asit tiirevleri yani kuaterner amonyum
bilesikleridir. Glisinbetain, probetain, pf-Alabetain, kolin-O-siilfat ve 3-
dimetilsiilfoniopropionat (DMSP), betainlerden bazilaridir (Rhodes ve Hanson,
1993). Bunlar arasinda en g¢ok bilinen ve c¢alisilmig olami, glisinbetaindir.
Glisinbetain (GB) c¢esitli deniz alglerinde, Chenopodiaceae, Amaranthaceae,
Gramineae, Compositae ve Malvaceae’yi igeren en az 10 g¢icekli bitki
familyasinda bulunmaktadir (Rhodes ve Hanson, 1993; Gorham, 1996; Blunden
ve ark., 1999). GB’in sentezi daha ¢ok Chenopodiaceae tiirlerinde ve kismen
Amaranthaceae ve Gramineae’de c¢ahsilmistir. Chenopodiaceae’nin tiim
iiyelerinde glisinbetain evrensel bir bilesik olarak sentezlenip biriktirilmesine
ragmen, Gramineae’nin tiim tiyeleri glisinbetain sentezleyememektedir ve geltik
bu gruba giren bir bitkidir. Glikofit bir bitki olan ¢eltik bitkisinin su
gereksiniminin fazla olmasi, topraklardaki agir1 sulamadan kaynaklanan tuzlagma
" nedeniyle, tuz stresine maruz kalmasina yol agmaktadir. Bu durum ayrica, geltik
yetistirilen arazilerin sitma hastalifina neden olan ortami olugturmas: sebebiyle,
zaten tilkemizde yasal olarak sinirlanmig olan geltik tiretimine diger bir kisitlama
getirmektedir. Bu yiizden glisinbetainin ¢eltifin tuz stresine karsi direncinin
arttirilmasindaki rolii ve etki mekanizmasinin anlagilmasi 6zel bir 6nem

tagimaktadir.



Glisinbetain, bakteriler, yiiksek yapili bitkiler ve hayvanlar da igeren bir
¢ok organizma grubu tarafindan sentezlenir ve biriktirilir (Rhodes ve Hanson,
1993). In vivo’da gesitli familyalara ait GB-biriktiren bitki tiirleriyle yapilan
radyoaktif veya kararl1 izotop izleme ¢aligmalari, GB’in bir ara {irlin olan betain
aldehit aracilifiyla, kolin’den 2 basamag kapsayan bir oksidasyonla
sentezlendigini g6stermigtir (Rhodes ve Hanson 1993) (Sekil:1.1).

Esherichia coli’de glisinbetain; kolin’i betain aldehite ve daha sonra
glisinbetain’e okside eden Kolin dehidrogenaz [CDH; EC 1.1.99.1] enzimi

tarafindan, iki basamakta sentezlenir.

CDH
Kolin + NAD® — 3 betainaldehit + NADH

BADH
Betain aldehit + NAD® ——p glisinbetain + NADH

CDH
[Betain aldehit + NAD® ——— glisinbetain + NADH ]

E. coli’min 9-kbp fragmentinde, biiyiime ortamina kolin eklendigi zaman
ozmotik tolerans (0,6 M NaCl’den fazla yogunluktaki ortamda bilyiiyebilme
yetenegi) saglayan, 4 gen tammlanmstir: betd, betB, betl ve betT. Bu genlerden
(betA), kolin dehidrogenaz [EC 1.1.99.11; (betB), betain aldehit dehidrogenaz [EC
1.2.1.8]; (betl), bet regulonunun kolin-duyarli bir represoriinii ve (betT) ise

yliksek afiniteli bir kolin tasiyicisimi kodlamaktadir. Bet gen dizisinin tiimii
tanmimlanmigs ve promotor bolgeler karakterize edilmisgti. Bu genlerin
ekspresyonu glisinbetain, sicaklik, ozmolarite, oksijen ve kolin tarafindan

transkripsiyonal diizeyde kontrol edilmektedir.



(1) E.coli

v
—>

Kolin Betain aldehit | ——» | Glisinbetain
(2) A.globiformis
Kolin | —— | Glisinbetain

(3) Bitkiler

BADH
lin | —>

Betain aldehit — | Glisinbetain

=

oli

Kolin dehidrogenaz (O, elektron tagima sistemi)

Betain aldehit dehidrogenaz (NAD")
Kolin monooksigenaz (O, Fd,eq)

Kolin oksidaz (O,)

EEHE
=

Sekil 1.1: E. coli’de (1), Arthrobacter globiformis ‘te (2) ve bitkilerde (3) gdriilen

Kolin-glisinbetain metabolik yolu
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Gram-pozitif toprak bakterisi olan Arthrobacter pascens ve A.
globiformis 'te kolini okside eden alternatif bir enzim tammlanmgtir. Herhangi bir
kofaktdr gerektirmeyen kolin oksidaz (COD) [EC 1.1.3.17] enzimi elektron
alicis1 olarak O,’ni kullamir (Sakamoto ve Murata 2000) (Bkz. Sekil:1.1).

COD
Kolin+0; 3 betain aldehit + H,O,

CDH’da oldugu gibi COD enzimi de betain aldehiti okside edebilme
yetenegine sahiptir (Betain aldehit icin Km==8,7 mM, kolin i¢in Km=1,2 mM).

COD
Betain aldehit + O, — " glisinbetain + H,0,

Toprak bakterisi Arthrobacter globiformis’teki kolin oksidaz geni codA
olarak belirlenmistir. Kolin oksidaz her ne kadar metabolik yolun her iki adimim
katalizleyebilse de, BADH’1n varlign daha avantajlidir ¢iinkii, bu enzim betain
aldehit i¢in COD’dan, 17-28 kat daha diisiik Km (Michaelis-Menten sabiti)
degerine sahiptir ve ayrica son iiriin olarak H,O, yerine NAD(P)H iiretmektedir.
Buna karsin Sakamoto ve Murata (2001), GB-biriktirmeyen organizmalarda
genetik manipiilasyonlarla bir GB-biyosentetik yolu olusturmak ic¢in, GB
sentezlenmesinde rol alan 3 temel metabolik yoldan, COD enziminin katalizledigi
yolun ¢ok daha kullanigh oldugunu ileri siirmiislerdir. Bu bilim adamlarina gore,
COD enziminin kataliz i¢in herhangi bir kofaktoér gerektirmemesi ve bu enzim
aracihiyla kolinden GB sentezlettiren metabolik yolun organizmaya
aktarilmasinda, ilgili genle gerceklestirilecek tek bir transformasyona izin
vermesi, genetik mithendislikte COD metabolik yolunun tercih edilme sebebidir
(Sakamoto ve Murata, 2001).
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COD enzimi, Arthrobacter tiirlerine ozmotik tolerans bakimindan bir yarar
saglamasa da (bu enzim Arthrobacter tiirlerinde kolin katabolizmasinda rol
oynamaktadir), cod geni, glisinbetain sentezleyemeyen E. coli mutantlarinda
ifade edildigi zaman, glisinbetain birikimi meydana gelmekte ve disanidan kolin
veya betain aldehit temin edildiginde, ozmotik tolerans saglanmaktadir
(Rozwadowski ve ark. 1991).

Glisin aminoasitinin, kolin meydana getirmek {izere dogrudan
metillenmesiyle hayvanlarda ve bakterilerde glisinbetain tek adimda
olugturulabilir (Konishi ve Fujioka, 1987; Roberts ve ark., 1992); fakat bugiine
kadar bu metabolik yol bitki dokularinda rapor edilmemigtir. Son derece halofit
ve fototrofik bir bakteri olan Ectothiorhodospira halochloris bakterisinde
glisinbetain ~ kolinden  sentezlenmeyip, dogrudan glisin aminoasitinin

metilasyonuyla sentezlenir (Galinski ve Truper, 1994).

Glisin + 3 SAM —® glisinbetain + 3 SAHC
(SAM= S-adenozilmetionin ve SAHC= S-adenozilhomosistein)

Bu sekilde gergeklesen N-metilasyon reaksiyonlann glisin sarkozin
metiltransferaz ve sarkozin dinietilglisin metiltransferaz olarak bilinen 2
metiltransferaz tarafindan gergeklestiﬁlmektedir. Bu metiltransferazlar betain
birikiminin meydana geldigi ve tuz toleransinin gelistigi E. coli’de basarnih bir
sekilde ifade edilmektedir.

Memelilerde, 6zellikle bobreklerde uyumlu bilesik olarak onemli bir rol
oynayan (Bagnasco ve ark., 1986) glisinbetainin sentezi, E. coli’deki gibi olup,
6zel mitokondriyal bir CDH ve ¢6zinir bir BADH tarafindan (Chern ve
Pietruszko, 1995) katalizlenir.



13

Farkli taksonomik gruplara ait bir ¢ok bitki glisinbetain biriktiricisidir.
Bunlardan en ¢ok c¢alisilan grup Chenopodiaceae familyasina ait bitkilerdir.
Glisinbetainin kolinden sentezlenmesiyle ilgili olarak yiiksek bitkilerde olustugu
ileri siiriilen, biyosentetik yol: serin — etanolamin — metiletanolamin —
dimetiletanolamin — kolin — betainaldehit — betain seklindedir (Coughlan ve
Wyn Jones, 1982; Arakawa ve ark., 1990). GB’in Onciisii olan kolin, yiiksek
yapili bitkilerde serin aminoasidinden 6zellikle de serin’in etanolamin’e

dekarboksilasyonuyla tiirevienmektedir.

Serin dekarboksilaz
Serin + H* » CO, + etanolamin

Olusan etanolamin’in NH,- grubu daha sonra ya serbest etanolamin bazlan,
ya O-fosfo-etanolamin veya O-fosfotidil-etanolamin bazlar1 seviyesinde, S-
adenozilmetionin (SAM)-bagimli N-metiltransferaz enzimleri tarafindan, (CH,),-
N* seklinde metilasyona ugratilir.

Bitkiler de glisinbetaini 2 adimda sentezlemekle birlikte, ilk oksidasyonun
1. basama kloroplast stromasinda bulunan ferrodoksin-bagimh bir Kolin
monooksigenaz; 2. basamak ise NAD'-bagimli Betain aldehit dehidrogenaz
[EC 1.2.1.8] enzimi tarafindan kataliz edilir (Rhodes ve Hanson, 1993) (bkz.
Sekil:1). CMO enzimi substrat olarak molekiiler oksijeni kullamr. CMO’1n
katalizledigi reaksiyonda ara iriin olarak, betain aldehitle [(CHs);N*-CH,-
C(OH)=0] sitokiyometrik bir denge halinde bulunan betain aldehit hidrat
[(CH3);N"-CH,-CH(OH),] bilesigi meydana gelir (Lerma ve ark., 1988). Bu
reaksiyon igin gerekli indirgeyici giic fotosentetik olarak iiretilir ve kolin
oksidasyonunun, gerek in vivo’da gerekse izole edilen kloroplastlarda 151k
tarafindan etkili bir gekilde tegvik edildigi goriilmiistir (Rhodes ve Hanson,
1993). GB’in kolinden sentezlenmesinde gergeklesen bu ilk adim O,’ne
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gereksinim gosterdiginden, ¢ogunlukla tuzlu batakliklarda karsilagilan agin
hipoksi durumuna bagli olarak, k&k hiicrelerinin sitoplazmalarinin ozmotik

diizenlenmesinde 6nemli bir engel olusturabilir.

CMO
Kolin + 2Fd.s + O, —— pbetain aldehit hidrat + 2Fd,

(Fd,eq= indirgenmig ferrodoksin ve Fd,,= okside olmus ferrodoksin)

Betain aldehit hidrat — betain aldehit + H,O (spontan)

BADH
Betain aldehit + NAD' ———p glisinbetain + NADH

Glisinbetain sentezindeki 2. basamag: katalizleyen BADH enzimi piridin
niikleotidine bagimlidir. CMO (Brouquisse ve ark., 1989) ve BADH enzimleri,
BADH’1n 1spanak yapraklarindaki %10’luk kiigiik bir sitozolik izozim aktivitesi
diginda (Weigel ve ark., 1986), Chenopodlar’ln yogun olarak kloroplast
stromasinda aktivite gostermektedir (Weigel ve ark., 1986). Nakamura ve ark.
(1997) ise yaptiklarn ¢alismada monokotiledon bitkilerdeki BADH’n
peroksizomlarda yer aldigim ileri stirmiiglerdir.

Tuz uygulanan 1spanak yapraklarinda ozmotik diizenleme saglayan
glisinbetain, baskin olarak kloroplastlarda yer almaktadir (Robinson ve Jones,
1986). Ispanaktaki CMO enzimi membrana bagli olmayip, ferrodoksine ve Mg"a
gereksinim gosterir ve kolin okside eden bakteriyel enzimlerden (CDH ve COD)
farkli olarak betain aldehitin glisinbetaine oksidasyonunu katalize etmemektedir
(Brouquisse ve ark., 1989).

Toksik olmayan bir ozmolit olan glisinbetain (N,N,N-trimetilglisin), tuz
stresine ya da su kith§ina maruz birakilan bir ¢ok bitki ve bakteri tiiriinde dogal
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olarak nispeten yiiksek konsantrasyonlarda birikir (Rhodes ve Hanson, 1993).
Betain dipolar bir molekiil olup, fizyolojik pH’da nétr oOzellik gosterir.
Glisinbetainin; (1) ozmotik denge saglayarak (Pollard v¢ Wyn Jones, 1979,
Rhodes ve Hanson 1993), (2) oksijeni kullanan fotosistem-II kompleksi gibi gogu
fonksiyonel birimleri stabilize ederek (Bum Lee ve ark. 1997, Harinasut ve ark.
1996, Rajasekaran ve ark. 1997), (3) Ribulozbifosfat karboksilaz/oksigenaz gibi
enzimlerin yapilarim koruyarak (Incharoensakdi ve ark. 1986, Mikeld ve ark.
2000) ve (4) membranlarin yapisal biitiinliigiinii siirdiirerek (Coughlan ve Heber
1982; Zhao ve ark. 1992; Mansour 1998) bitkileri tuz/ozmotik strese karsi
korudugu bilinmektedir (Prasad ve ark. 2000). Dolayisiyla, stres altindaki
organizmalar stresten korunmak amaciyla biinyelerinde GB biriktirmekte ve
béylece stresten korunmaktadir. Bununla ilgili literatiirde bir ¢ok caliyma
mevcuttur. Ornegin, glisinbetainin arpada, soguk stresi altinda biriktigi
bulunmustur (Kishitani ve ark. 1994). Bir bagka galismada, 6 giin boyunca 2M
NaCl’de yetistirilen Aphanothece halophytica hiicreleri, 0,5 M NaCl’de
yetistirilen kontrol hiicrelerinden ¢ok daha fazla miktarda glisinbetain biriktirmis
ve sentezlemistir. Ayrica ortamin tuz konsantrasyonunun artigina bagh olarak,
kolin dehidrogenaz ve betainaldehit dehidrogenaz aktivitelerinin arttig
g6zlenmistir (Incharoensakdi ve Wautipraditkul 1999). Besin ¢ozeltisinde
yetistirilen Sorghum bicolor, ortama NaCl ve CaCl, eklenerek -0,8 MPa’a
diigiiriilen ozmotik basinca tepki olarak betain seviyesinde 6nemli oranda bir artig
meydana getirmistir (Grieve ve Maas 1984). Glisinbetain, enzimleri, yiiksek
konsantrasyonlardaki inorganik iyonlarin inhibit6r etkilerinden de korumaktadir.
Incharoensakdi ve ark. (1986), tuz stresi altinda Aphanothece halophytica’da
biriken glisinbetainin, KCl etkisiyle aktivitesini kaybeden ribuloz-1,5-bifosfat
karboksilaz/ oksigenaz’in (RuBisCO), aktivitesini korudugunu gostermistir.
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Bu bulgular aragtrmacilan, gerek GB-sentezleyen gerckse -
sentezleyemeyen organizmalarda stres toleransimin, digtan GB uygulamastyla
artinilabilecegi goriigiine gotiirmiistiir. Omnegin, in vivo’da bugdaya digandan
uygulanan glisinbetain, tuz stresi esnasinda foto fonksiyonu koruyan uyumlu bir
ozmotik bilesen roliinii oynayarak kloroplast hacmini korumus ve fotosentezde
NaCl’tin tegvik ettigi azalmay1 onlemistir (Rajasekaran ve ark., 1997). Kuraklik
veya tuz stresi altinda yetistirilen domates bitkilerinin yapraklarma distan
uygulanan glisinbetain, protein ve klorofil igerigini ve de, RuBisCO’nun
baglangig ve total aktivitesini arttirmigtir (Mékeld ve ark., 2000).

Fotosentetik sistemlerde glisinbetain, yiiksek NaCl konsantrasyonu igeren
ortamda oksijen kullanan fotosistem II kompleksini (Harinasut ve ark., 1996) ve
RuBisCO’yu stabilize eder (Incharoensakdi ve ark., 1986). Glisinbetain ortam iie
ozmotik bir denge saglayarak ve kompleks proteinlerin kuaterner yapisim
koruyarak, arpadaki malat dehidrogenaz ve piriivat kinaz enzimlerini tuz stresine
karsi korumustur; fakat GB’nin koruyucu etkisi tim enzimler igin gegcerli
degildir, 6rnegin fosfoenol-piruvat-karboksilaz enzimi iizerinde koruyucu etki
gostermemistir (Pollard ve Wyn Jones, 1979).

Bum Lee ve ark. (1997) i yapuf bir ¢alismada, Synechococcus
PCC7002’den glisinbetainli ortamda izole edilen aktif tilakoid membranlarda PS-
II aktivitesi, GB tarafindan arttinlmis ve stabilize edilmigtir. Ayrica bu tilakoid
membranlara yapilan yiiksek sicaklik uygulamasi, ortamda GB oldugu zaman
~ oksijen kullanan PS-1I sistemini, inaktive olmaktan korumustur (Bum Lee ve ark.
'1997). Bununla birlikte, ¢esitli soguga karst koruyucu bilegikler iginde
glisinbetain, 1spanaktan izole edilen tilakoidlerde dondurucu sicaklifin etkisiyle
(20 °C’de 3 saat) tilakoid fotofosforilasyonunda olugan dengesizligi, diger
bilesiklere gére daha fazla 6nlenmigtir. Bu sonuglar glisinbetainin tilakoitte diigitk
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sicaklik etkisiyle olusan inaktivasyona karsi korunma sagladigin1 gostermektedir
(Coughlan ve Heber, 1982).

Yang ve ark. (1996), glisinbetain sentezleyen (Betl/Betl) ve glisinbetain
sentezleyemeyen (betl/bet]) homozigot mustr serilerinin yiiksek sicaklik stresine
verdikleri fizyolojik yamitlan aragtirmiglardir. Tam bir bitkiyi, bitkiden
uzaklastirilan yapraklar ve yaprak pargalarim yiiksek sicaklia maruz biraktiktan
sonra, elektrolit sizmasi ve PS-II’nin in vivo fotokimyasal aktivitesi izerindeki
etkisi incelenmigtir. 45 °C’den yiiksek sicakliklara maruz birakilan Betl/Betl
serilerinin, yakin izogenikleri olan betl/bet]l kardes serilerine gore daha az
membran hasarina ugradiklar1 bulunmustur (Yang ve ark., 1996). Ayrnca,
Betl1/Betl serilerinin PS-II fonksiyonu bakimindan da daha fazla termostabilite
gosterdikleri rapor edilmigtir (Yang ve ark., 1996).

Bir bagka ¢aligmada da, Medicago sativa L.’nmn, 0,2 M glisinbetainle
muameleden sonra —6 °C dondurucu sicaklifa maruz birakilmasi, govde
dokularindaki iyon kaybim O6nlemis ve membranlari koruyarak bitkilerin
donmaya karg1 direnglerini arttirmigtir (Zhao ve ark., 1992). Mansour (1998),
sogan epidermal hiicrelerinin plazma membramyla yaptigi ¢aligmada, 150mM
NaCl uygulamasiyla hiicrelerin mortalite oranlarinda ve plazma membraninin
gecirgenliginde meydana gelen artisin, GB veya Prolin 6n muameleleri sayesinde
6nlendigini, ve GB’in bir membran koruyucusu olarak prolinden daha fazla etkili
oldugunu ileri stirmiistiir. Gadallah (1999) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, NaCl
ve CaCl, ile tuz stresine maruz birakilan fasulye bitkileri, kuru agirhkta, klorofil
miktarinda, ¢6ziinlir ve hidrolize edilen gekerler ve ¢6ziiniir proteinlerin
iceriginde azalma; total serbest aminoasit, Na*, Ca>* ve Cl igeriginde ise artig
gostererek yamt vermiglerdir. Fakat yapraklarina uygulanan prolin ve glisinbetain
sayesinde membranda olusan hasar azalirkken K alimmu ve biiytime artmus,

sadece GB alan bitkilerde ise PS-II’nin korunmasi ve kloroplast membranlarinin
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kararhihigimin artmasi sayesinde bu bitkilerin daha fazla klorofil biriktirmeleri
saglanmigtir (Gadallah, 1999).

Yitksek miktardaki sodyum (Na'), tuza duyarh birgok bitkinin ve
glikofitlerin biiyiimesini inhibe ettiginden, tuz stresine karg1 toleransh transgenik
bitkilerin  olusturulmasi, iretim teknolojisinde o6nemli bir konuyu
olusturmaktadir. Kuraklik veya tuz stresiyle olugsan ozmotik stresi gegistirmede
glisinbetainin oynadifx fizyolojik rol, strese maruz birakilan bazi bitkilerde bu
maddenin birikimindeki artigtan kaynaklanmaktadir. Fakat celtik, domates,
patates, tiitin gibi tarimsal bakimdan onemli bir ¢ok bitkinin glisinbetain
sentezleyememeleri, bu bitkileri genetik miihendislik aracihgiyla betain
biyosentezinde kullamilacak potansiyel birer hedef yapmaktadir. Ticari dneme
sahip olan bu bitkilerin modern genetik yontemlerle ozmotik strese karsi
toleranslarim arttirmak i¢in bazi c¢aligmalar yapilmigtir. Bu c¢aligmalarda GB
biyosentezinde rol alan enzimlerin (kolin oksidaz, kolin monooksigenaz ve/veya
betainaldehit dehidrogenaz) sentezinden sorumlu genler bu bitkilere aktanlmakta
ve olusan transgenik bitkilerin glisinbetain sentezlemesi saglanmaktadir.

En onemli talllardan birisi olan ¢eltik, Gramineae familyasina ait diger
tirlerle karsilastimldiginda gevresel streslere karsi oldukga duyarhi olan bir
bitkidir. Rathinasabapathi ve ark. (1993) yaptiklan radyoaktif ¢aligmalar sonucu,
glisinbetain biyosentezinde meydana gelen her iki metabolik yolun geltik
bitkisinde islemedifini, daha dogrusu kolin monooksigenaz ve betainaldehit
dehidrogenaz enzimlerinin bu bitkide aktivite gostermedigini ileri stirmtislerdir.
Buna kargin, Nakamura ve ark. (1997) ¢eltik genomunun, GB sentezindeki son
adim Kkatalizleyen betainaldehit dehidrogenaz enziminin (BADH) sentezinden
sorumlu bir gene sahip oldugunu ve bu genin yiiksek konsantrasyondaki tuza
tepki olarak, diisik seviyelerde ifade edildigini gostermislerdir. Yine
Rathinasabathi ve ark. (1994), ¢eltikteki betain aldehit (BA) metabolizmasint
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incelemek i¢in, tuz uygulanan celtik bitkilerine 1 hafta boyunca aseptik kosullar
_ altinda BA uygulamistir. BA yiiksek seviyelerde toksik etki yaptigindan, 1 mM
gibi diigiik konsantrasyon uygulanmistir. 'H-NMR spektroskobuyla yapilan bu
calismada, celtik bitkilerinin disaridan verilen BA’i kokleriyle alarak bunu
yapraklarinda yaklagik 1 pmol/g taze agirhik konsantrasyonda GB’e doniigtiirdiigii
goriilmiistiir (Rathinasabathi ve ark., 1994). Caligmada karsilagilan ilging bir
durum, geltik bitkilerinin BA’e kars1 direng gostermeleri ve 5 mM gibi, normalde
titin fideleri igin olduk¢a toksik olan bir BA seviyesinde biiyiiyebilmis
olmalandir (Rathinasabathi ve ark., 1994). Bu sonuglar celtik bitkilerinin
enzimatik olarak aktif bir BADH’a sahip olduklarimi ileri siiren Nakamura ve
ark.(1997)’1n buldugu sonuglarla da uyusmaktadir.

Kishitani ve ark. (2000)’a gére, BADH’1n substrati olan betain aldehit,
disaridan yeterli miktarda verildigi zaman g¢eltik bitkileri bunu kokleriyle alarak
GB’e gevirme yetenegine sahiptir, yani geltikte bulunan BADH geni disaridan
verilen BA’i GB’e déniistiirmek i¢in yeterli aktiviteye sahiptir. Kishitani ve ark.
(2000), arpadan betainaldehit dehidrogenaz enzimi i¢in olusturduklart bir cDNA
ile transgenik geltik bitkileri meydana getirerek, olusan bu bitkilerin tuza, diistik
ve yiksek sicakliklara gosterdigi toleransi incelemiglerdir. Transgenik geltik
bitkileri, digaridan verilen 10 mol m~ konsantrasyonundaki betain aldehiti,
yabani ¢eltik bitkilerinden daha etkili bir sekilde GB’e doniistiirmiiglerdir. Tuz
stresi altinda, disanndan BA verilmeyen bitkilerdeki PS-II aktivitesi; BA
uygulanan gerek transgenik, gerekse yabani-tip bitkilerin PS-II aktivitesinden ¢ok
daha dramatik bir diisiis gostermistir (Kishitani ve ark., 2000). Ayrica 10 mol m™
BA uygulamas: altinda 5 °C’ye maruz birakilan transgenik bitkilerin govdelerinin
Onemli derecede sofuga tolerans gdstermesi, geltik bitkilerine disaridan
uygulanan BA sonucu biriken GB’in, soguk strésiyle meydana gelen hasarin

derecesini azalthfim gostermektedir (Kishitani ve ark., 2000). Benzer sekilde 5
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veya 10 mol m> BA uygulanan ve 5 saat boyunca 45 °C’ye maruz birakilan
bitkilerin sicaklifa toleranslarinin, GB biriktirmeyenlerden 6nemli derecede fazla
oldugu bulunmugtur (Kishitani ve ark., 2000).

Celtik bitkisinin (Oryza sativa) kloroplastlarina hedeflenmis olan cod4
geniyle transformasyonu, 1 pmol.g” yaprak yag agirhik seviyesinde glisinbetain
biriktirmesine yol agarken, sitoplazmasina hedeflenmis olan codd geniyle
transformasyonu, 5 pmol.g” yaprak yas agilik seviyesinde glisinbetain
sentezlemesine sebep olmugtur (Sakamoto ve ark., 1998). Ayrica, kolin oksidaz
enzimini kloroplastlarinda ifade eden geltik bitkilerinin, tuz stresi ve diigiik
sicaklik stresi altinda olusan fotoinhibisyona kargi, bu enzimi sitoplazmalarinda
ifade eden transgenik bitkilerden daha toleransh olduklan gériilmiistiir (Sakamoto
ve ark. 1998, Sakamoto ve Murata 2000).

Arthrobacter globiformis’ten alinan codA geniyle (kolin oksidaz [EC
1.1.3.17] enzimini kodlar) transforme edilmesi sonucu glisinbetain biriktiren
Arabidopsis thaliana 'min, tuz, 151k, 151 ve diisiik sicaklik stresine kargi toleransi
artmustir (Alia ve ark., 1999, Hayashi ve ark., 1997). Transgenik bitkilerin tuz ve
151k stresi toleransinda meydana gelen artis, PS-II aktivitesinin korunmas: veya
PS-II kompleksinin foto-inaktive olmus durumdan c¢abucak iyilegmesiyle
iligkilidir (Alia ve ark., 1999, Hayashi ve ark., 1997). Arabidopsis’in codA
geniyle transformasyonu, H,O, miktarinda dnemli artiglar meydana getirmis ve
transgenik bitkilerde, askorbat peroksidaz ve katalaz enzim aktiviteleri de artig
gostermigtir (Alia ve ark., 1999). Bu durum, transforme olan bitkilerdeki kolin
oksidaz aktivitesiyle iiretilen H,O,’in, hidrojen peroksiti pargalayan enzimlerin
ifadesini arttirmig olabilecegini gostermektedir (Alia ve ark., 1999).

Glisinbetain biyosentezi i¢in, tiitin bitkisinin E. coli’'nin genleriyle
transformasyonu, GB biriktiren transgenik bitkilerin olusumuyla sonuglanmgtir
(Holmstrém ve ark., 2000). Sadece CDH ireten bitkilerdeki betain
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konsantrasyonu 35 nmol g taze agirlik olmasina karsin, her iki enzimi (CDH ve
BADH) iireten bitkilerdeki betain konsantrasyonunun 2-3 kat daha fazla (66 nmol
g'taze agihk) oldugu bulunmugtur. Ayrica GB biriktiren transgenik tiitiin
bitkilerinin yaprak pargalarinin yiiksek 11k ve tuz stresiyle olusan fotoinhibisyon
sonras1 daha ¢abuk iyilestikleri ve diigiik sicakhk kosullarinda fotoinhibisyona
kars1 toleranslarinin arttig: goriilmiistiic (Holmstrém ve ark., 2000).

COD’1n ifade edilmesi i¢in 4. globiformis’ten alinan codA geni, aktif bir
promotorun kontrolii altinda, Synechococcus genomuna aktanilmis ve olusan
hiicrelere distan kolin uygulandifi zaman, yaklasik 80 mM GB biriktirdikleri
gbzlenmistir. Bu hiicrelerin  biiylime, klorofil birikimi ve fotosentetik
aktivitelerinin daha az etkilendigi bulunmustur (Sakamoto ve Murata, 2001).
Huang ve ark. (2000), 4 pascens’ten aldiklari kolin oksidaz geniyle Arabidopsis
(RLD ekotipi)’i transforme ettiklerinde, olusan hiicrelerdeki glisinbetain
miktarinin, tuz stresi altinda olmayan bir ¢ok dogal betain iiretici bitkilerdeki
betain seviyelerinden en az 10 kat daha diisikk (18,6 pmol g! kuru agirlik)
oldugunu bulmuglardir. Sitozoldeki COD’1n ifadesiyle biriken GB seviyesi, bu
enzimi kloroplastlarinda ifade eden bitkilerdeki GB seviyelerine yakin
bulunmugtur (Sakamoto ve Murata, 2001). Distan kolin uygulanmasiyla GB
seviyesi daha ¢ok artig gostermistir. Bu durum, GB sentezlemeyen tiirlerin, GB-
biriktiren bitkilerdeki kadar yiiksek miktarlarda GB biriktirmesi hedeflendigi
zaman, substrat mevcudiyetinin GB sentezini simirlayabilecegini gdstermektedir
(Huang ve ark., 2000). Diger bir deyisle, transgenik bitkiler yiiksek-tuz, kuraklik
ve donma stresine orta derecede tolerans gostermiglerdir. Yapilan ¢alismalarda
transformasyon sonuglan arasimnda bulunan onemli farkhiliklar, biyosentetik
enzimin hedeflendigi hiicre i¢i bolgenin bitkilerdeki GB birikiminin oynadig1
fizyolojik rolli Snemli derecede etkileyebilecegini gostermektedir (Sakamoto ve
Murata, 2001).
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Glisinbetain sentezleyemeyen Brassica juncea, glisinbetain biyosentezi i¢in
Arthrobacter globiformis’ten alinan codA geniyle transforme edildiginde, olusan
transgenik bitkilerin tohumlar tuz stresi altinda yabani tiirlin tohumlarina gére
daha iyi ¢imlenmigtir (Prasad ve ark., 2000). Ayrica, 200 mM NaCl varlifinda
yabani tiplerin gerek yas, gerekse kuru agirhg:, codA4 genini ifade eden transgenik
fidelere gore daha fazla azalmistir (Prasad ve ark., 2000). Bu carpic1 sonuglar,
Brasscia juncea cv. Pusa Jaikisan’da glisinbetain sentezi igin biyosentetik bir
yolun olusturulmasimin, bu bitkilerin tuz toleransim 6nemli Ol¢iide attirdigim
gostermektedir.

Celtik bitkisi glisinbetaini endojen olarak sentezleyip biriktirememesine
ragmen kokleriyle absorbe ederek yapraklarinda 5,0 pmol/g YA seviyesine kadar
biriktirmekte ve GB ile muamele edilen geltik bitkilerinde tuz stresine kars:
tolerans artmaktadir (Harinasut ve ark., 1996). Su ana kadar in vivo veya in
vitro’da bitki veya bitki pargalariyla yapilan galiymalarda, glisinbetainin gesitli
abiotik streslere olan direnci arttirmada oynadifr rol genellikle biliytime
parametreleri, fotosentetik verim veya mineral iyon birikimi {izerindeki etkisi
agisindan ¢ahisilmistir. Fotosentezle ilgili olarak glisinbetainin, 6zellikle tilakoid
zarlarin ve Fotosistem-I’nin biitiinltigii ve islevi lizerindeki koruyucu etkisi
lizerinde yogunlagilmigtir. Ancak, gerek bitki su donglisi ve gerekse zarlann
kararliligs ile iligkili olan antioksidant savunma sistemi iizerinde herhangi bir etki
gosterip gostermedigi aragtinlmamigtir. Bu durum goéz Oniine alinarak bu
calismada, geng geltik fidelerinin koklerine distan uygulanan glisinbetainin NaCl
toleransimin arttinlmasindaki rolii; biiylime parametreleri, pigment miktarlan ve
siiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz ve glutasyon

rediiktaz gibi antioksidant enzimler tizerindeki etkileri agisindan ele alinmugtir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Bitki Materyali ve Glisinbetain Uygulamalar

Denememizde, tuza toleransli Pokkali ve tuza duyarli IR-28 olmak iizere
tuz tolerans: farkl 2 ¢eltik kiiltivar1 kullanilmistir. Bu kiiltivarlara ait tohumlar
Uluslararas: Celtik Aragtirma Enstitiisit (IRRI Filipinler)’nden saglanmigtir. Her
bir kiiltivara ait tohumlar de-iyonize su iginde 27 °C’de 6 saat sisirildikten sonra,
de-iyonize su (dI-HO) ile 1slatilmugs 2 kat steril filtre kagidi iizerinde 28 °C’de
karanlikta (72 saat) ¢imlendirilmigtir. Cimlenen tohumlar, iizerinde delikler
bulunan styrofoam kaplara teker teker ekilerek, aseptik ve kontrollii kosullarda;
27+£2°C sicaklik, 350 pmol mZs! 151k, ve %60-70 atmosferik nemli iklim
odasinda su kiiltiiriinde yetistirilmigtir. IRRI tarafindan geltik i¢in gelistirilmis bir
soliisyon (pH 5,2) bitkilere verilmis ve bu soliisyon haftada 2 kez yenisiyle
degistirilmigtir. Her bir kiilttir ortamimin pH’s1 sabit tutulmugtur. Terlemeyle
olusan su kayb, her giin dI-H,O eklenmesiyle telafi edilmistir. Celtik fidelerinin
bitylimesi esnasinda gereksinim duyduklar1 demir gereksinimini kargilamak igin
hazirlanan %10’luk demir stok soliisyonundan, yapraklara haftada 3 kez
puskiirtiilmiigtiir.

Tohumlarin ekiminden 28 giin sonra, besi soliisyonuna 120 mM NaCl
eklenmesiyle tuz uygulamasi baglatilmigtir. NaCl uygulamasindan énce fidelere 4
glin boyunca 15 mM glisinbetain uygulanmis; daha sonraki periyotta bitkiler
ortamda GB olmaksizin yetistirilmigtir. Tuz uygulamasindan itibaren 0. ve 7.
glinlerde bitkiler hasat edilerek, enzim analizlerinde kullamlacak 6mekler analiz

giiniine kadar —20 °C’de derin dondurucuda saklanmgtir.
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2.2 Biiyiime Parametreleri

Tuz uygulamasimin 0. ve 7. giinlerinde her bir gruptan gelisigiizel bir
sekilde 10’ar bitki alinarak yapraklan ve koékleri birbirinden aynldi. Yapraklarin
ve koklerin yag agirliklan tartildi ve uzunluklan Slgiildi. Ornekler 70 °C’de 72

saat bekletildikten sonra kuru agirliklar1 belirlendi.

2.3 Bagl Su I¢erigi

Tuz uygulamasimn 0. ve 7. giinlerinde her bir gruptaki bitkilerden 6 yaprak
Ornegi alinarak yag agirhklari Slgiildii. Daha sonra yapraklar7 saat boyunca diisiik
151k altinda dI-H,0 iginde petrilerde bekletilerek turgor haline gelmeleri sagland:.
Turgorlu yapraklar kurutulur kurutulmaz turgor agiliklan belirlendi. Daha sonra
bu yapraklar 72 saat boyunca 70 °C’de bekletilerek kuru agirliklan saptandi. Her
bir gruba ait yaprak 6reklerinin bagil su igerigi asagidaki formiile gore % olarak
hesaplandi (Smart ve Bingham, 1974).

Bagil Su Igerigi (%) = [(YA - KA) / (TA —KA)]x100

2.4 Klorofil Fliioresans Olgiimleri

Klorofil fliioresansi, geltik bitkilerine tuz uygulamasinin baglatildiga 0.
giinden itibaren 7. giine kadar her giin takip edildi. Olgiimlerin tiimii saat 10.00
ile 12.00 arasinda, her bir uygulamaya ait 6 bitkinin en ustteki katlanmammg
yapraklan kullamlarak yapildi. Flioresans olglimlerinden 6nce yapragin iist
yiizeyindeki 1 cm® lik dairesel bir bdlge 30 dk boyunca yaprak klipsleri
kullanilarak karanliga alisunldi. Bir bitki verim analiz cihaza (LICOR, Lincoln,
NE) sayesinde yapraklann doygun 151k demetine maruz birakilmastyla, degisken
olmayan bazal klorofil fliioresansi (Fo), maksimum fliioresans indiiksiyonu (Fm),

degisken fliioresans (Fv) ve Fy/Fy oranlari belirlendi. Her iki geltik kiiltivanm



25

tuza gosterdikleri direng bakimindan karsilagtrmak igin ozellikle PS-II’nin

fotokimyasal verimi (maksimum kuantum verimi Fv/Fy) dikkate alinda.

2.5 Fotosentetik Pigment I¢erigi

Her gruptan alinan 0,5 g yaprak 6rmegi % 80°lik (v/v) aseton ile homojenize
edildikten sonra homojenat filtre kagidindan siizdiiriildii. Daha sonra klorofil-a
icin 663 nm’de, klorofil-b ig¢in 645 nm’de ve karotenoid i¢in 480 nm’de
absorbans alindi (Arnon, 1949). Fotosentetik pigmentlerin miktarlar1 asagidaki
formiillere gére hesaplandi:

Kl-a = AAgs3 x 12,70 — AAgss x 2,69

Ki1-b = AAgss x 22,90 - AAges x 4,68

Karotenoid = AAsgy + AAgsz X 0,114 — AAgs5 x 0,638/112,50

2.6 Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.6.1 Enzim ekstraktlarimin hazirlanmasi

Antioksidant enzimlerin ekstraksiyonu igin derin dondurucuda saklanmig
olan yapraklar, sogutulmus havanda %2 (w/v) polivinilpolipirolidon (PVPP) ve 1
mM EDTA igeren 0,05 M sodyum fosfat tamponuyla (pH 6,8) homojenize edildi.
Homojenat 4 °C’de 13.000 g’de 40 dk santrifij edildi ve olusan siipernatant
enzim aktivitesinin tayininde kullamldi. Ekstraksiyon prosediiriiniin timii +4

°C’de gergeklestirildi.

2.6.2 Siiperoksit dismutaz (SOD; siiperoksit:  siiperoksit
oksidorediiktaz, EC 1.15.1.1) enziminin aktivite tayini
SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridowich (1971)’in metoduna gére,

SOD’un fotokimyasal olarak nitro blue tetrazolium (NBT)un indirgenmesini
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inhibe etme yeteneginin Sl¢iilmesiyle tayin edilmigtir. 3 ml reaksiyon karigumi; 50
mM fosfat tamponu (pH 7,8), 33 uM NBT, 10 mM L-metionin, 0,66 mM EDTA
Nay, 0,0033 mM Riboflavin igermekteydi. Siipernatant seyreltildikten sonra
kangim 10 dk 300 pmol m?s! 1tk siddeti altinda bekletildi. Daha sonra
reaksiyon kangimimin 560 nm’de verdigi absorbans degerleri okundu. SOD igin 1
enzim birimi; fotoreditksiyonun % 50 inhibisyonuna neden olan protein miktan
(mg) olarak tanimlandifindan yaprak &rneklerindeki SOD aktiviteleri buna gére

belirlendi.

2.6.3 Askorbat peroksidaz (AP; EC 1.11.1.11) enziminin aktivite tayini

AP aktivitesinin tayini Nakano ve Asada (1981)’ya gore yapildi. Askorbat
okside oldukga, spektrofotometreden 290 nm’deki absorbansta olusan azalma
okundu ve hesaplamalar askorbatin ek'stinksiyon katsayis1 kullamlarak (2,8 mM"
'em™) yapildi. Reaksiyon kangiminda 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7), 0,5
mM askorbat, 0,1 mM EDTA Na, ve 1,2 mM H,O, bulunuyordu. Askorbatin
oksidasyonu, enzim ekstraktinin katilmasiyla baglatildi ve absorbanstaki azalma
180 sn boyunca takip edildi. 1 birim AP aktivitesi dakikada okside olan 1 mmol
ml™ Askorbat olarak ifade edildi.

2.6.4 Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) enziminin aktivite tayini

Katalaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi Bergmeyer (1970)’in metoduna
goére gergeklestirildi. H,O,’in miktarinda olusan azalma; 240 nm’de gosterdigi
maksimum absorbanstaki diigiisle belirlendi. 1ml’lik son hacme sahip kuvartz
kiivetlerdeki reaksiyon kangimi; 0,1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat tamponu
(pH:7), dI-H,0 ve %o 0,3 HO,’den olusuyordu. Reaksiyon boyunca absorbansta
olusan diisiis 180 sn boyunca takip edildi. CAT aktivitesi dakikada harcanan
umol H,O, olarak ifade edildi.
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2.6.5 Peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) enziminin aktivite tayini

POD aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973)’ye gore belirlendi. Aktivite 465
nm’de, 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB)’in  oksidasyonuyla
absorbansta meydana gelen artis takip edilerek hesaplandi. Polystrene kiivetteki
reaksiyon kansimi, DAB soliisyonu, % 0,6’ikk H;0,, dI-H,O ve enzim
ekstraktindan olugmaktaydi. Reaksiyon H,0;’in katilmasiyla baglatild1 ve 180 sn
boyunca absorbans artis1 takip edildi. Spesifik enzim aktivitesi dakikada tiiketilen
pmol ml™ H,0, olarak ifade edildi.

2.6.6 Glutasyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) enziminin aktivite tayini

Glutasyon rediiktaz aktivitesi, 340 nm’deki absorbans azalmasindan yola
cikilarak hesaplandi (Foyer ve Halliwell, 1976). NADPH varliginda, okside
glutasyon miktarindaki azalma, kuvartz kiivette, kore kars: 180 sn boyunca takip
edildi. Hesaplamalar glutasyon rediiktaz enziminin ekstinksiyon katsayisi
kullamlarak (6,2 mM'cm™) yapildi. Spesifik enzim aktivitesi, dakikada
indirgenen 1 mmol ml™! GSSG miktar1 olarak ifade edildi.

2.7 Protein miktarinm belirlenmesi
Protein igerigi Bradford’a (1976) gore, bovine serum albumin standart
olarak kullamlmak suretiyle yapildi. Standartlar 0,02-0,2 mg/ml arahiginda

hazirland:.

2.8 Prolin Miktarimin Belirlenmesi

Serbest prolin igeriginin belirlenmesi Bates ve ark. (1973)’na gore yapildi.
Her bir gruptan 0,5 g yaprak Ornekleri tartilarak, % 3’lik (w/v) siilfosalisilik
asitle homojenize edildi ve homojenat filtre kagidindan siizdiiriildii. Asit

ninhidrin ve glasiyal asetik asit eklendikten sonra olusan karisim 100 °C’de 1 saat
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su banyosunda bekletildi. Daha sonra reaksiyon buz banyosu kullamlarak
durduruldu. Bu karigima toliien ilave edilerek, sivi fazdan aspire edilen toliien
fraksiyonunun 520 nm’deki absorbansi spektorofotometreden okundu. Prolin
konsantrasyonu kalibrasyon egrisi kullamlarak hesaplandi ve pumol proline g’
taze agirlik olarak ifade edildi.

2.9 Lipit Peroksidasyonu

Yapraklarda meydana gelen lipit peroksidasyon derecesinin belirlenmesi
i¢in, lipit peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehit seviyesi 6l¢iildii.
MDA miktar1 Madhava Rao ve Sresty (2000)’e gore belirlendi. Bunun i¢in 0,5 g
yaprak ornegi, TCA (trikloroasetik asit) ile homojenize edildi. Santrifiijden sonra
siipernatanta TBA (tiobarbitiirik asit) ve TCA iceren reaksiyon karsimi
pipetlendi ve tiim deney tiipleri 95 %C’de 30dk 1sitild1. Karistm 10.000 gx 15 dk
santrifiijlendi. Olugan siipernatantin 532 ve 600 nm’deki absorbans degerleri
okundu. MDA konsantrasyonu ekstinksiyon katsayisi (€ = 155 mM'cm™)
kullanilarak hesaplandi. Tiim dl¢timler 6 tekerriir halinde yapilda.
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Sekil 2. 1: Tuz stresinden 6nce (0. giin), GB ve NaCl uygulanmamis kontrol
grubundaki (sagdaki havuz), ve 120mM NaCl uygulanacak olan GB

uygulanmamis gruptaki (ortadaki ve soldaki havuzlar) celtik bitkileri.

Sekil 2. 2: Tuz uygulama-

sindan once (0. gin), GB

uygulanmamig kontrol
grubundaki geltik bitkileri.
(P) : Pokkali

(IR) : IR-28
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Sekil 2. 3: Tuz uygulamasinin 7. giiniinde, GB ve NaCl uygulanmamis kontrol
grubundaki (sagdaki havuz) ve 120mM NaCl uygulanmis fakat GB uygu-

lanmamus gruptaki (soldaki havuzlar) ¢eltik bitkileri. (P):Pokkali. (IR):IR-28.

Sekil 2. 4: Tuz uygulamasindan 6nce GB uygulanmis (sagdaki havuz) ve GB
uygulanmamig (soldaki havuz) g¢eltik kiltivarlarinin tuz stresinden sonraki (7.
giin) gorinamleri. (P):Pokkali, (IR):IR-28.
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Sekil 2. 5: Tuz uygulamasindan sonra (7. giin), GB ve NaCl uygulanmamis
kontrol grubundaki (sagdaki havuz) ve 120mM NaCl uygulanmis fakat GB

uygulanmamug gruptaki (soldaki havuz) geltik bitkileri. (P):Pokkali, (IR):IR-28.

Kig e g
i %

< i

Sekil 2. 6: Tuz uygulamasindan sonra (7. giin), GB ve 120mM NaCl uygulanmig
gruptaki (sagdaki havuz) ve sadece GB uygulanmis kontrol grubundaki (soldaki
havuz) ¢eltik bitkileri. (P):Pokkali, (IR):IR-28.
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3. SONUCLAR

3.1 Biiyiime Parametrelerinin Sonuglan

24. giinlik geltik bitkilerine uygulanan 15 mM glisinbetainin uygulamadan
4 giin sonra (28. giinde) ve 28. giinden itibaren 120 mM NaCl uygulamasini
takiben 7. giiniin sonunda bitkilerin kok ve govde uzunlugunda meydana gelen
degisimler toplu olarak Cizelge 3.1°de gosterilmistir. 24.giinden itibaren GB
uygulamasina bagli olarak her iki geltik kiltivarin 0. giindeki govde
uzunluklarinda kontrol grubuna gore daha fazla artiy gozlenmistir. Bu artis
Pokkali’nin govdesinde % 4 iken, IR-28’de % 2 olmugtur. Kok uzunlugu GB
uygulamastyla, Pokkali’de 0. giinde % 7 artig gosterirken, IR-28’de % 5 azalma
gOstermistir.

Tuz stresinden 1 hafta sonra, GB 6n muamelesi yapilmamus olan her iki
kiiltivarin gerek gdvde gerekse kok uzunluklarinda tuz stresine bagh olarak
azalma goriilmistiir. Bu azalma Pokkali’nin ve IR-28’in govdesinde sirasiyla %
4, ve % 7 olmustur. Tuz stresiyle Pokkali’nin koklerinde meydana gelen azalma
9% 13 iken, IR-28’in koklerinde olusan azalma % 18’dir. Tuz stresinden 6nce 4
giin boyunca 15 mM GB uygulanmig gruplarn (GB kontrol gruplar1) govde
uzunluklan her iki kiiltivarda onemli bir degisim gostermezken, kok
wzunluklarinda Pokkali’de % 13 oraninda , R-28’de ise % 3 oraminda azalma
goriilmiistir.

GB uygulandiktan sonra tuz stresine maruz birakilmis olan her iki kiiltivara
ait geltik bitkilerinin kok ve govde uzunluklarinda, tuz stresi altindaki gruba gore
daha az azalma meydana gelmistir. Bu iyilesme, Pokkali’nin gévdesinde sadece
tuz stresi uygulanmis olan gruba gére % 2; [R-28’in govdesinde ise % 1 oraninda
iken, IR-28’in kok uzunlugunda % 12 olmus, Pokkali’nin kok uzunlugunda ise
biiyiik bir farklilik gOstermemistir.
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Cizelge 3.1: iki farkh ¢eltik (Oryza sativa L.) kiltivarinin (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarim takiben 0. ve 7. giinlerde gdvde ve kok uzunluklarmda (cm)
gb6zlenen degigimler.

| Pokkall I IR-28 |

Gruplar [ 0.6ON ][ 7.60ON_ ][ o.GON |[ 7.GON ]
Kontrol [ Govde || 30,99+3,29 || 38,15+2,23 || 22,41+1,60 || 23,32+0,63 |

| Kok || 08,49+0,93 || 12,98+2,21 || 14,63x1,89 || 15,20+1,55 |

I5mM || Govde || 32,06+3,45 || 37,97+1,71 |[ 22,76+1,17 || 23,43%1,37 |
GB || Kok || 09,111,225 || 11,28+2,11 ][ 13,97+2,99 || 14,79+1,95 |

120 mM || Govde || || 36,58+3,76 || || 21,80+1,86 |
NaCl | Kok || Il 11,25+1,74 1 | 12,54+1,56 |

N GBNact [ Govde || Il 37,39£2,13 || I| 22,02+4,46 |

| Kok || J| 11,27+1,58 || || 14,24+1,64 |

Cizelge 3.2 ve 3.3’te siasiyla, gdvde ve koke ait yag ve kuru aén‘hk
degerleri verilmistir. Tuz uygulamasimn 0. giiniinde her iki kultivarin gévde yag
agirhginda GB uygulamasmna bagh bir azalma gorillmiigtlir. Bu azalma
Pokkali’nin gévdesinde % 3, IR-28’in govdesinde ise % 21 olmugtur. 0. glinde
her iki kiiltivarin gévde kuru agirhiginda da GB uygulamasina bagli bir azalma
gozlenmigtir. 0. glinde gévde kuru agirhifinda olusan azalmamn oram Pokkali
gdvdesinde % S5, IR-28 gbvdesinde ise % 12 civarinda olmustur. 7. giinde
Pokkali’nin govde yas agirlis tuz stresiyle % 30 azalma gosterirken, IR-28’de bu
azalma yaklagik % 47 oraninda olmustur. Fakat Pokkali’nin GB uygulanmis tuz
stresli gruplarnnda bu azalma kontrol grubuna gére % 18, IR-28’de ise aym
uygulama grubunda % 49 olmustur. Yani, GB uygulamas: Pokkali’nin gévde yas
aguliginda yaklagik % 18’lik bir iyilesme saglarken, IR-28’de bu iyilesme

goriilmemis hatta yag agirhkta % 5 daha fazla kayip g%m Kg@ff .
m‘w KUMBNTASYON MERKEZA
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Cizelge 3.2: ki farkh celtik (Oryza sativa L.) kiiltivarimin (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasmdan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarim takiben 0. ve 7. giinlerde gévde yas (YA.)ve kuru agirhginda
(KA)) (g) gbzlenen degigimler.

!c | Pokkali \ IR-28 R
ruplar [0.GON |[ 7.6ON ][ 0.GON ][ 7.GON |
| ¥4. || 0,1463+0,0035 || 0,2510+0,0126 || 0,1022+0,0038 || 0,1160+0,0052 |
[ k4. ][ 0,0211+0,0004 || 0,0365+0,0013 || 0,0167:0,0007 || 0,0210+0,0021 |
15 mM || YA. || 0,1423+0,0077 || 0,2260+0,0078 || 0,0806+0,0019 || 0,1050+0,0075 |

GB | K4. |[ 0,0201+0,0004 || 0,03300,0028 || 0,0147+0,0005 || 0,0200+0,0007 |

Kontrol

120mM || YA. || || 0,1750:0,0063 || | 0,0620+0,0037 |

NaCl || k4. | |[ 0,03350,0005 || I[ 0,0180+0,0004 |
GB || 14 | |{ 0,2060+0,0045 || I 0,0590+0,0013 |
+ T

Necl || KA. 0,0330::0,0007 0,01980,0007

GB uygulamasinn iki kiiltivarin govde kuru agirhig: tizerindeki etkisi farkli
olmustur. 7. giinde Pokkali’nin gdvde kuru agirhinda tuz etkisiyle % 8 azalma
meydana gelmistir. Pokkali’de, GB ile muamele edilmis tuz stresli gruplarin
gbvde kuru agirhg, sadece GB ile muamele edilmis grupla yaklagik aym dilzeyde 4
fakat tuz uygulanmug gruptan % 2 oraninda daha disiik olarak bulunmustur. IR-
28’de ise tuz stresi 7. giinde gévde kuru églrligmda % 14 oraminda azalmaya
neden olurken; GB uygulanmug tuz stresli gruplarda bu azalma % 6 olmugtur.
Yani, IR-28’in g6vde kuru afirhgmnda tuzun etkisiyle olusan azalmada, GB
uygulamastyla yaklagik % 10 iyilesme saglanmgtir.

Tuz stresinin 0. giiniinde her iki kiiltivarm kok yas agirhginda GB
uygulamasina bagls bir artig gortilmisttir (Cizelge 3.3). Bu arti Pokkali’de % 31,
IR-28’de ise yaklagik % 15 olmugtur. GB uygulamas: sonucu, Pokkali’nin kék
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kuru agirh@ 0. giinde % 19 artmasina kargin, IR-28’in kdk kuru agirh@ % 10
aiahmsur.

Cizelge 3.3: ki farkh geltik (Oryza sativa L.) kdltivarinin (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarim takiben 0. ve 7. giinlerde kok yag (YA.)ve kuru agirhiginda (KA.)
® gbzlénen degisimler. |

C Pokkali H| IR-28 |
Gruplar [0, GON || 7.GON__|[ 0.GON ][ 7.GON ]

[74. ][ 0,0122:0,0018 |[ 0,0820+0,0028 |[ 0,0230+0,0010 || 0,0490::0,0038 |
P""”" 2 [KA4. ][ 0,0026:0,0001 ][ 0,0035:0,0004 ][ 0,0031:0,0001 |[ 0,0035+0,0004 |

15 mM |[Y4. ][ 0,0160+0,0010 |[ 0,0540+0,0041 |[ 0,0264:0,0006 || 0,0330::0,0026 |
GB k4. |[ 0,0031+0,0004 |[ 0,0037:0,0001 |[ 0,0028+0,0001 || 0,0031+0,0003 |
120 || y4. 0,05300,0048 0,0280+0,0016
]'V"::‘Cll KA. 0,0033::0,0002 0,0027-0,0002
GB | v4. 0,0400+0,0035 0,0260+0,0014

N:C, KA. ' 0,0037+0,0001 0,0030+0,0002

Tuz uygulamasimn 7. giintinde her iki kiltivarin k6k yas agirhfinda tuz
stresine bagli bir azalma gbzlenmistir. Bu azalma Pokkali’de % 35, IR-28’de ise
% 43 olmustur. Her iki kiiltivarin GB uygulamasindan sonra tuz stresine maruz
birakilan gruplanmin kék yas agirhginda, sadece tuz uygulanmus gruplara gore
daha fazla azalma gézlenmigtir. Bu azalma kontrollere gére Pokkali’de % 51, IR-
28’de ise % 47’dir. Dolayisiyla GB 6n muamelesi her iki kiiltivarin tuz stresi |
altindaki koklerinde, sadece tuz stresi uygulanmig (GB ile 6n muamele
edilmemis) gruba gdre daha fazla su kaybina neden olmugtur.

Tuz stresinin 7. giiniinde Pokkali ve IR-28’in k6k kuru agirlig sirasiyla % 6
ve % 23 azalmistir. Fakat GB 6n muamelesi sayesinde bu azalma bliyiik Sl¢lide
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onlenmistir. Omegin GB ile 6n muamele edilmis Pokkali ve IR-28’in tuz stresi
altindaki koklerinin kuru agirh, sadece tuz stresli gruba gore sirastyla yaklagik
% 12 ve % 11 artig gdstermistir. GB 6n uygulamasimn tuz stresi altindaki
bitkilerin kk kuru agirlik miktarini her iki kiiltivarda da arttirdin g6riilmektedir.

Cizelge 3.3’ten de goriilecegi gibi, gerek Pokkali gerekse IR-28’in GB 6n
uygulamasi yapilmig tuz stresli gruplarindaki 7. giin k6k kuru agirhk degerleri,
yaklagik olarak sadece GB ile muamele edilmig (GB kontrol) gruptaki kék kuru
agirhik degerine yakindir.

3.2 Bagl Su I¢erigi Sonuglan

Bagil su igerigine (%) ait sonuglar Cizelge 3.4’te verilmigtir. Bu sonuglara
gore her iki kiiltivarin yaprak bafil nem icerigi tuz stresine bagli olarak
azalmustir. Bu azalma Pokkali’de % 16 iken, IR-28’de % 26 oramindadir. Fakat
GB ile muamele edilmis grubun yaprak bagil nem igeriginin, sadece tuz stresi
uygulanmig gruptan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bagil nemde goriilen bu
iyilesme Pokkali’nin yapraklarinda, tuz stresli gruba gdre % 8 oramnda, IR-28’in
yapraklarinda ise % 21 oraninda olmugtur. GB 6n muamelesinin yapragin bagil
nem igerigini tuz stresinden korudugu gériiimisgtiir.

Cizelge 3.4: iki farkh celtik (Oryza sativa L.) kiiltivarmin (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarnim takiben 0. ve 7. glinlerde yaprak bagil neminde (%) gdzlenen
degigimler. |
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Pokkali IR-28
Gruplar 0.GON 7.GON || 0.GON 7. GON
Kontrol 78,04£0,53 || 84,50+4,84 || 79,98+3,27 || 56,48+3,97
I5mMGB || 77,17£1,02 || 76,37+1,12 || 77,97£1,79 || 48,94+2,81
120 mM NaCl 71,23£2,66 41,90+3,71
GB+NaCl 76,89+2,25 50,73+3,05

3.3 Klorofil Fliioresans Ol¢lim sonuglan

Pokkali’nin ve IR-28’in fotosentetik verimine ait degerler sirasiyla 3.5 ve
3.6 nolu Cizelgelerde gosterilmisgtir.

Klorofil fliioresans: tuz stresinin baglatildig: giinden (0. giin) itibaren her
giin izlenmis ve Fy/Fy oramindan yararlamilarak fotosentetik verim belirlenmistir.
Pokkali’de tuz stresi silresine bagh olarak Fy/Fy oraninda ilk giinlerde genel bir
azalma fakat 6. ve 7. giinlerde bir artiy gbzlenmistir. Fakat GB uygulanms olan
stres altindaki (GB+NaCl grubu) bitkilerin her 6lgiimde, GB uygulanmamis tuz
stresli gruba gore daha yliksek bir Fy/Fy oranim korudugu goriilmiistiir, yani GB
bitkilerin fotosentetik verimini korumugtur.

IR-28’in 120mM NaCl stresi altindaki gruba ait Fy/Fy oramnda
uygulamamn 2. gliniinde bir miktar artig goriilse de diger giinlerde kontrol
grubuna gdre diiglis egilimi gézlenmigtir. Bu kiiltivarda GB &én uygulamasi
yapilmig olan grubun (GB+NaCl grubu) Fy/Fy degerleri her Sl¢limde tuz stresi
altindaki grubun degerlerine gore daha yiiksek oranda bulunmugtur.

Fotosentetik verimle ilgili olarak yapilan fliloresans Slglimleri, GB ile
yapilan 6n muamelenin bitkilerin Fy/Fy degerlerini her iki kiiltivarda da
korudugunu géstermektedir.
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Cizelge 3.5: Tuza toleransh ¢eltik (Oryza sativa L.) kiltivarmmn (Pokkali),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmasini takiben 7 giin boyunca fotosentetik veriminde (Fy/Fv) meydana
gelen degisimler.

POKKALI
Giinler Kontrol GB NaCl GB+NaCl

0 0,820+0,0089 0,819+0,0118

1 0,837+0,0038 0,840-+0,0006 | 0,826+0,0045 0,830+0,0041
2 0,808+0,0149 0,801+0,0067 0,828+0,0081 0,828+0,0033
3 0,822+0,0040 0,820+0,0052 0,818+0,0071 0,820+0,0074
4 0,822+0,0088 0,817%0,0160 0,815+0,0041 .0,824:1:0,0085
5 0,825+0,0013 0,816+0,0178 0,795+0,0375 0,811+0,0146
6 0,819+0,0164 0,817+0,0137 0,821+0,0055 0,829+0,0066
7 0,823+0,0023 0,836+0,0020 0,827+0,0060 0,832+0,0093

Cizelge 3.6: Tuza duyarh ¢eltik (Oryza sativa L.) k(iltivanmn (IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmasini takiben 7 giin boyunca fotosentetik veriminde (Fv/Fv) meydana
gelen degisimler. '
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IR-28
Giinler Kontrol GB NaCl GB+NaCl

0 0,829+0,0069 || 0,834:0,0051 |
1 0,830£0,0037 |[ 0,831%0,0050 || 0,819:0,0054 || 0,831%0,0067
2 0,810£0,0271 |[ 0,826£0,0036 || 0,819+0,0077 || 0,8230,0035
3 0.822£0,0032 || 0,830%0,0065 0,762+0,0291 || 0,814+0,0088
4 0,812+0,0161 |[ 0,790+0,0373 |[ 0,795+0,0461 || 0,811+0,0203
5 0,831x0,0049 |[ 0,825+0,0036 || 0,779+0,0318 |[ 0,786+0,0274
6 0,835£0,0010 |[ 0,832+0,0023 || 0,668+0,0099 || 0,7070,0170
7 0,824+0,0006 || 0,830+0,0032 || 0,736£0,0261 || 0,745£0,0350

3.4 Fotosentetik Pigment Iqerigi Sonuglan

Klorofil a (Chl-a), klorofil b (Chl-b) ve karotenoid miktarlarmna ait veriler
sirastyla 3.7, 3.8 ve 3.9 nolu gizelgelerde gosterilmistir. Tuz uygulamasimn 0,
giininde GB ile muamele edilmis olan her iki kiiltivarda pigment miktarlari
kontrol grubundan daha yiiksek bulunmugtur. Chl-a miktan 7. gtinde Pokkali’nin
stres altindaki grubunda yaklagik % 8, IR-28’de ise % 22 azalmistir. Fakat GB
uygulamasi sonucu tuz stresli gruplarda Chl-a miktan GB uygulanmamis NaCl
stresli gruba gére Pokkali’de % 100 oraminda artig gosterirken, IR-28’de bu
iyilesmenin oram yaklagik % 47 olmustur.

NaCl uygulamasmn 0. giintinde her iki kiiltivann GB uygulanmg
grubundaki Chl-b miktarmin kontrollere gore ytiksek oldugu goriilmistiir. 7.
giinde NaCl’tin etkisiyle Pokkali ve IR-28’in Chl-b miktarinda sirastyla % 14 ve
% 49 azalma gbzlenmigti. GB 6n muamelesi, Chl-a’da oldugu gibi, her iki
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kiiltivarda NaCl’ye bagh Chl-b miktarinda olugan azalmayi nlemistir. Buna gore
Pokkali’de % 13, IR-28de de % 20 oraminda iyilegme goriilmiigtiir.

0. giindeki karotenoid miktari, Chl-a ve Chl-b’de g6zlendigi gibi her iki
kiiltivarda GB uygulanmig grupta kontrollere gore artis gOstermigtir. 7. glinde
Pokkali’nin karotenoid konsantrasyonu tuz stresiyle % 2 azalma gosterirken, bu
azalma IR-28’de yaklagik % 51 olmugtur. Diger pigmentlerde de gozlendigi gibi,
GB uygulamasi tuz stresine bagh karotenoid miktarlarinda olusan azalmayi
Snlemigtir. Bu iyilesme Pokkali’de NaCl gruplarina gére yaklagik % 51, IR-28’de
ise yaklagik % 40’tir.

Cizelge 3.7: Iki farkh geltik (Oryza sativa L.) kiiltivaninin (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarim takiben 0. ve 7. giinlerde klorofil a miktarinda (mg g™ yas agirlik)
g6zlenen degisimler.

Pokkali IR-28 ||
Gruplar 0. GON 7. GON 0. GON 7.GON
Kontrol 09,7742,57 || 07,9042,13 || 09,49+0,76 || 05,82:0,42
I5SmMGB || 12,78+047 | 14,2022,72 || 15,52£1,91 || 10,72+4,14
120 mM NaCl 07,26+3,74 04,56+0,99
GB + NaCl 14,48+4,86 06,68+0,58

Cizelge 3.8: ki farkli geltik (Oryza sativa L.) killtivariin (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sohra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarim takiben 0. ve 7. glinlerde klorofil bvmiktannda (mg g yas agirhik)
gbzlenen degigimler.



41

Pokkali IR-28 ]'
(Gruplar | 0. GON 7.GUN || 0.GON 7.GON
" Kontrol 3,64+0,96 5,60+1,23 3,65+0,26 4,28+1,15
ISmMGB || 598:1,18 5,97+0,83 6,78£090 || 3,10:1,26
120 mM NaCl 4,83+2,67 2,20+0,11
GB + NaCl | Il 5474133 2,630,38

Cizelge 3.9: Iki farkh celtik (Oryza sativa L.) killtivanimin (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarim takiben 0. ve 7. giinlerde karotenoid miktarinda (mg g! yas
agirlik) gozlenen degigimler.

Poklali - IR28 1
Gruplar :
= 0. GON 7.GON || 0.GUN 7. GON
Kontrol 0,56x0,13 0,62::0,12 0,59£0,04 || 0,61+0,17
15 mM GB 0,81+0,12 0,86+0,14 1,02+0,10 0,54+0,20
120 mM NaCl - 0,61£026 || 0,30:£0,01
GB + NaCl 0,920,17 | 0,42+0,06

3.5 Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Sonuclan

3.5.1 Siiperoksit dismutaz enzim aktivite sonuglan

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesiyle ilgili her iki kiiltivara ait
veriler Sekil 3‘.1 ’de gdsterilmigtir. Tuz stresinin 0. giiniinde her iki kiiltivarin GB
6n muamelesi yapilmis gruplarmin SOD aktivitesinde, kontrollere gére bir
azalma olugmugtur. Bu azalma Pokkali'de % 15, IR-28’de % 27 oramnda
gerceklemistir. | |
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Tuz stresinin 7. giintinde her iki kiiltivarin GB kontrol gruplarinda, 0. giinde
de gozlendigi gibi kontrollere gére SOD aktivite diizeylerinde bir azalma
goriilmistlir. 7. giinde her iki kiiltivarin yapraklanindaki SOD aktivitesinde tuz
stresine bagh bir artig g6zlenmigtir. Bu artig Pokkali ve IR-28’de sirasiyla % 12
ve % 49 olmustur. GB uygulanmig ve tuz stresine maruz birakilmig Pokkali
grubunda SOD aktivitesinin diizeyi, sadece NaCl uygulanmis gruptan % 34 daha
dustik, fakat yaklagik olarak GB kontrol grubuna yakin oldugu bulunmustur.

Ayrica Pokkali’nin aym1 grubundaki SOD aktivitesi 7. glinde kontrol grubundan
da % 26 daha diigtiktiir.

Pokkali |DKontrol BGB MNaCl BGB+NaCl IR-28 |OKontrol BGB MNaCl B GB+NaCl

80 - 80 1
—~ 70 - __ 70
£ £
£ 60 2 60 -
2 2
Q. 50 - Q 50 4
g g
= 40 40 -
2 2
S 384 S 301
Q - i
g 20 g 2
T @ 10

0 - 0 -
0 Gunler 7 O Gonler

Sekil 3.1: Iki farkh celtik (Oryza sativa L.) kiiltivanmn (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarim takiben 0. ve 7. giinlerde total SOD aktivitesinde (linite / mg
protein) gbzlenen degigimler.

7.giinde IR-28’in GB 6n muamelesi yapilms olan NaCl stresli grubundaki
(GB+NaCl grubu) SOD aktivitesi, GB uygulanmamig tuz stresi altindaki grubun
(NaCl grubu) SOD aktivitesinden % 6, kontrol grubununkinden ise yaklagik % 61
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daha yiiksek bulunmugtur. IR-28’de tuz stresine bagh enzim aktivitesinde goriilen
artis Pokkali’den daha yitksek olmasma karsin, Pokkali’de temel SOD aktivite
diizeylerinin daha yiiksek oldufu saptanmigtir. Bu durum, Pokkali’nin IR-28’e
gore tuz stresinden daha az etkilendiginin gostergesi olabilir. GB 8n uygulamas
kultivarlann farkh gekillerde etkileyerek, Pokkali’de tuz stresi altinda SOD
aktivitesinin diismesini saglarken, IR-28’de SOD aktivitesinin artmasina neden

olmugtur.

3.5.2 Askorbat peroksidaz enzim aktivite sonuclar

Askorbat peroksidaz (AP) enzim aktivitesiyle ilgili her iki kﬁltivarg ait
veriler Sekil 3.2°de gosterilmigtir. Tuz stresinin 0. giiniinde her iki kiiltivarin GB
6n muamelesi yapilmis gruplanmn AP aktivitesinde, kontrollere gére azalma
belirlenmigtir. Bu azalma gerek Pokkali’de gerekse IR-28’de yaklagik % 2
olmustur. Tuz stresinin 7. giintinde her iki killtivarm GB kontrol gruplarnda, 0,
glinde de oldugu gibi kontrollere (GB ve NaCl uygulanmamis) gdre AP
aktivitesinde bir azalma gériilmiigtiir, bu azalma Pokkali’de % 22, IR-28’de ise %
7 oramindadir. Her iki kitltivanin yapraklarindaki AP aktivitesinde 7. giinde tuz
stresine bagh bir artig gﬁzlehmistir. Pokkali’nin yapraklarindaki AP aktivitesinde
tuz stresiyle meydana gelen artig % 25, IR-28"de ise % 47 olmustur. Pokkali’nin
GB uygulanmis olan tuz stresli grubunda ise (GB+NaCl grubu) AP’1n aktivite
duzeyi, NaCl stresi altindaki gruptan % 37 oraninda daha diigiik, fakat yaklasik
olarak GB kontrol grubuna yakin bir seviyede bulunmustur. 7.gtinde Pokkali’nin
bu grubunda gdzlenen AP aktivitesi kontrollere gére ise % 21 daha diisik
bulunmugtur. IR-28’in GB 6n muamelesi yapilmis olan NaCl stresli grubﬁndaki
AP aktivitesinin, tuz stresi altindaki grubun AP aktivitesinden % 46, kontrolden
ise yaklagik % 116 daha yiiksek oldugu bulunmugtur. 7.glinde, IR-28’de gerek tuz
(sadece NaCl), gerekse GB ve tuz (GB+NaCl) uygulamalannin tegvik ettigi AP
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enzim diizeyinin, Pokkali’nin aym gruplarindan daha yliksek oldugu saptanmug
olmasina karsin, 0. ve 7. giinlerde temel AP seviyesi Pokkali’de daha yliksektir
(Sekil 3.2).

Pokkali [OKontrol BIGB MINaCl B GB+NaCl IR-28 [OKontrol BGB MNaCl EGB+NaCl
0.40 0.40
0.35 0.35
< 0.30 T 0.30 1
2o £ o251
5 025 0.25
2 o
g 0.20 % 0.20 -
£ 015 £ o015,
2
2 0.10 by 0.10 -
0.05 < 005
0.00 - 0.00 -
0
0 Gonler 7 Gunler

Sekil 3.2: ki farkhi geltik (Oryza sativa L.) kiiltivanmn (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarim takiben 0. ve 7. giinlerde AP aktivitesinde (iinite / mg protein)
gb6zlenen degisimler.

Dolayisiyla gerek GB 6n uygulamasi, gerekse NaCl ve de GB + NaCl
uygulamalan kiiltivarlar: farkli gekillerde etkilemig; GB 6n muamelesi Pokkali’de
tuz stresi altinda AP aktivitesinin diigmesini saglarken, IR-28’de AP aktivitesinin
snemli derecede artmasina neden olmugtur. Ayrica bu sonuglardan, AP enzim
aktivitesinin, SOD’a benzer bir egilimle kiiltivarlan etkiledigi de goriilmektedir.

3.5.3 Katalaz enzim aktivite sonug¢lar
Katalaz (CAT) enzim aktivitesiyle ilgili her iki kiiltivara ait veriler Sekil
3.3’de gosterilmistir. Tuz stresinin 0. giintinde her iki kiltivarin GB &n
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muamelesi yapilmig gruplarimin CAT aktivitesinde, kontrollere goére azalma
belirlenmistir. Bu azalma Pokkali’de yaklasik % 8, IR-28’de % 6 olmustur.

Pokkali ‘uKontroI BGB mNaCl gGB+NaCl IR-28 TuKontrol BGB mNaCl gGB+NaCl

80 - 80 _

70 i 70 |
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10 1 10 4

04 0
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Sekil 3.3: ki farklh celtik (Oryza sativa L.) kiiltivarmn (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarini takiben 0. ve 7. giinlerde CAT aktivitesinde (iinite / mg protein)

gozlenen degigimler.

Tuz stresinin 7. giiniinde her iki kiiltivarin GB kontrol gruplarinda, 0. giinde
de oldugu gibi kontrollere gére CAT aktivitesinde bir azalma goriilmiigtiir. Bu
azalma Pokkali’de % 0,4; IR-28’de ise % 8’dir. Pokkali’nin yapraklarindaki CAT
aktivitesinde 7. glinde tuz stresine bagl bir artig gézlenirken, IR-28’de bir azalma
meydana gelmistir. Pokkali’nin yapraklarindaki CAT aktivitesinde tuz
uygulamasima bagh artis % 54 iken, IR-28’in yapraklarindaki tuz stresine bagh
azalma % 80 oranindadir. Pokkali’nin GB uygulanmis olan tuz stresli grubunda
ise CAT 1n aktivitesi, AP deki gibi, NaCl uygulanmis gruptan % 37 daha diigiik
olmasmna kargin, yaklasik olarak GB kontrol grubuna yakin bir seviyededir.
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7.glinde Pokkali’nin bu grubunda gizlenen CAT aktivitesinin kontrollere (GB ve
NaCl uygulanmamis) gore ise % 3 daha diisiik oldugu bulunmustur.

IR-28’in GB 6n muamelesi yapildiktan sonra NaCl stresine maruz
birakilmig grubundaki CAT aktivitesinin, tuz stresi altindaki grubun CAT
aktivitesinden % 82 daha yiiksek, kontrolden ise yaklagik % 63 oraminda daha
diigiik oldugu gorilmistiir. Dolayisiyla GB 6n muamelesi IR-28’in CAT
aktivitesinde tuz stresiyle olusan azalmay: iyilestirmistir. IR-28’in biitiin
gruplarinda, uygulamalarla (GB ve GB + NaCl) tesvik edilen enzim aktiviteleri
ve yine biitlin uygulama gruplarindaki temel enzim aktivite diizeylerinin
Pokkali’den daha yiiksek oldugu gériilmiistiir. Sonuglardan da goriildiigii gibi,
gerek GB 0n uygulamasi, gerekse NaCl ve de GB+NaCl uygulamalan kiiltivarlan
farkli sekillerde etkilemis; GB 6n muamelesi Pokkali’de tuz stresi altinda CAT
aktivitesinin diigmesini saglarken, IR-28’de CAT aktivitesinin 6nemli derecede

artmasina neden olmustur.

3.5.4 Peroksidaz enzim aktivite sonuglar:

Peroksidaz (POX) enzim aktivitesiyle ilgili her iki kiiltivara ait veriler Sekil
3.4°de gosterilmigtir. Tuz stresinin 0. giiniinde her iki kiiltivarin GB 6n
muamelesi yapilmig gruplariin POX  aktivitesinde, kontrollere gore azalma
belirlenmistir. Bu azalma Pokkali’de yaklagik % 18, IR-28’de ise % 19 oraninda
olmugtur. '

Tuz stresinin 7. giiniinde her iki kiiltivarin GB kontrol gruplarinda, 0. giinde
de oldugu gibi kontrollere gére POX aktivitesinde bir azalma gériilmiistiir, bu
azalma Pokkali’de % 16; IR-28’de ise % 20 oramindadir. 7. giinde Pokkali’nin
yapraklanindaki POX aktivitesinde tuz stresi nedeniyle kontrollere gore bir
azalma gozlenirken, IR-28’in yapraklarindaki POX aktivitesinde bir artig
meydana gelmigtir. Pokkali’nin yapraklarindaki POX aktivitesinde NaCl etkisiyle
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olusan bu azalma % 35 olmustur. Buna karsin, IR-28’in yapraklarindaki POX
aktivitesinde tuz stresiyle olusan artig ise % 183 oranindadir. Pokkali’nin GB
uygulanmis olan tuz stresli grubunda POX’in aktivite diizeyi, NaCl stresi
altindaki gruptan % 21 daha yiiksek olmasina kargin yaklasik olarak GB kontrol
grubuna yakin bir seviyede bulunmugtur. 7.glinde Pokkali’nin bu grubunda
g6zlenen POX aktivitesinin kontrol grubundan ise % 21 daha dusiik oldugu
- bulunmugtur.

Pokkali [DKontroI EGB ENaCl BGB+NaCl IR-zr[DKontrol EGB BNaCl BGB+NaCl
o 35 = 35 -
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Sekil 3.4: Iki farkli geltik (Oryza sativa L.) kiiltivannm (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarim takiben 0. ve 7. giinlerde POX aktivitesinde (iinite / mg protein)
g6zlenen degigimler.

IR-28’in GB 6n muamelesi yapilmis olan NaCl stresli grubundaki POX
aktivitesinin, tuz stresi altindaki grubun POX aktivitesinden % 33 daha distk,
kontrolden ise yaklagik % 89 oraminda daha ytiksek oldugu goriilmiistiir.
Dolayisiyla GB 6n muamelesi IR-28’in POX aktivitesinde tuz stresiyle olusan
artigt Onlemistir. Pokkali’de ise GB 6n muamelesi, POX aktivitesinde NaCl

stresiyle olusan azahhayl az da olsa engellemistir. Elde edilen sonuglardan,
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Pokkali’nin kontrol ve GB kontrol gruplarindaki temel enzim aktivite
diizeylerinin IR-28’den daha yiiksek oranda oldugu gériilmiigtiir. Sonug olarak,
gerek GB 6n uygulamasi, gerekse NaCl ve de GB + NaCl uygulamalarinin
kiltivarlar: farkl: gekillerde etkiledigi gézlenmigtir. |

3.5.5 Glutasyon rediiktaz enzim aktivite sonuclan

Glutasyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesiyle ilgili her iki kiiltivara ait
veriler Sekil 3.5°de gosterilmistir. Tuz stresinin 0. giiniinde her iki kiiltivarin GB
6n muamelesi yapilmig gruplanmn GR aktivitesinde, kontrollere gére azalma
belirlenmigtir. Bu azalma Pokkali’de yaklaslk % 9, IR-28’de ise % 17’dir.

Tuz stresinin 7. giiniinde Pokkali'nin GB kontrol grubundaki GR
aktivitesinde, % 65 artig goriilmesine karsin; IR-28’in GB kontrol grubunda % 4
oraninda bir azalma meydana gelmigtir. 7. giinde Pokkali’nin yapraklarindaki GR
aktivitesinde, NaCl stresine baglh bir artig g6zlenirken, IR-28’in yapraklarindaki
GR aktivitesinde bir azalma meydana gelmistir. Pokkali’nin yapraklarindaki GR
aktivitesinde tuz stresiyle olusan bu artig yaklasik % 183 iken, IR-28’in
yapraklarindaki GR aktivitesinde tuz stresiyle olusan azalma % 21°dir.
Pokkali’nin GB uygulanmug olan tuz stresli grubunda GR’m aktivite diizeyi,
NaCl stresi altindaki gruptan % 41 daha diisitk oranda fakat yaklasik olarak GB
kontrol grubuna yakin bir seviyede bulunmugtur. 7.giinde Pokkali’nin yine bu
grubunda gozlenen GR aktivitesinin kontrol grubundan % 67 oraminda daha
ytiksek oldugu bulunmugtur. IR-28’in GB 6én muamelesi yapildiktan sonra NaCl
stresine maruz birakilms grubundaki GR aktivitesinin, tuz stresi altindaki grubun
GR aktivitesinden % 11 yiiksek, kontrolden (GB ve NaCl uygulanmamus) ise
yaklagik % 12 diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.5: Iki farkhh geltik (Oryza sativa L.) kiiltivarimn (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz

birakilmalarimi takiben 0. ve 7. giinlerde GR aktivitesinde (iinite / mg protein)
gb6zlenen degisimler.

Dolayisiyla GB 6n muamelesi IR-28’in GR aktivitesinde tuz stresiyle
olusan azalmay: Onleyerek enzimin aktivitesinin az da olsa korunmasim
saglamigtir. Pokkali’de ise GB 6n muamelesi, GR aktivitesinde NaCl stresiyle
olusan artis1 6nemli oranda‘engellemistir. Elde edilen sonuglardan, gerek GB 6n

uygulamasi, gerekse NaCl ve de GB + NaCl uygulamalarinin kiiltivarlan farkh
sekillerde etkiledigi g6zlenmistir.

3.6 Total Protein Miktar1 Sonuglar

Total protein (PR) miktaniyla ilgili her iki kiiltivara ait veriler Sekil 3.6°da
gosterilmistir. Tuz stresinin 0. giinlinde her iki kiiltivann GB 6n muamelesi
yapilmig gruplarninm PR miktarinda, kontrollere gére bir artis belirlenmigtir. Bu
azalma Pokkali’de yaklagik % 2, IR-28"de ise % 20 olmustur.
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Tuz stresinin 7. giiniinde Pokkali’nin GB kontrol grubundaki PR miktar1, %
20 artig g6sterirken; IR-28’in GB kontrol grubundaki PR miktan % 3 artmugtir. 7.
giinde Pokkali’nin yapraklarindaki PR miktari, NaCl stresine bagh olarak % 15
artig gosterirken, IR-28’in yapraklarindaki PR miktarinda % 37 azalma meydana
gelmigtir.

Pokkali |C1Kontrol IGB MINaCl @ GB+NaCl IR-28|0Kontrol MGB MNaCl BGB+NaCl
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- Sekil 3.6: iki farkli geltik (Oryza sativa L.) kiltivarimn (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
birakilmalarin: takiben 0. ve 7. giinlerde PR miktarinda (mg/ g yas agirhk)
gozlenen degisimler.

Pokkali’nin GB uygtiland1ktan sonra tuz stresine maruz birakilmig grubunda
PR miktarinm, NaCl stresi altindaki gruptan % 10, GB kontrol grubundan ise %
14 daha diisik oldugu bulunmugtur. 7. giinde Pokkali’nin yine bu grubunda
gézlenen PR miktarmin kontrol grubundan % 4 oraninda daha yiiksek oldugu
bulunmugtur. IR-28’in GB 6n muamelesi yapilmis olan NaCl stresli grubundaki
PR miktarmn, GB uygulanmamug tuz stresi altindaki graptan % 20 daha yiiksek,
kontrolden ise yaklasik % 25 daha diisiik oldugu gorilmiigtilr.
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3.7 Prolin Miktan Sonuglan

Prolin miktartyla ilgili her iki kiiltivara ait veriler Sekil 3.7°de
gosterilmigtir. Tuz stresinin 0. giintinde her iki kiiltivarm GB 6n muamelesi
yapilmug gruplarnindaki prolin miktarinda, kontrollere gére bir arti belirlenmigtir.
Bu artis Pokkali’de yaklagik % 13, IR-28°de ise % 61°dir.

Pokkali lﬂ Kontrol @GB WNaC| EGB+NaCl IR-28 IDKOI'ItI’Ol #GB HMNaCl BGB+NaCl
10 - 10 -
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Sekil 3.7: Iki farkli geltik (Oryza sativa L.) kiiltivarinin (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz

birakilmalarini takiben 0. ve 7. giinlerde prolin miktarinda (umol/g yas agirhik)
gozlenen degisimler.

Tuz stresinin 7. giiniinde Pokkali ve IR-28’in GB kontrol gruplarindaki
prolin seviyesi, kontrollere gére sirasiyla % 5 ve % 42 artnugtir. 7. giinde
Pokkali’nin ve IR-28’m yapraklanndala prolin miktar1 NaCl etkisiyle, sirasiyla
kontrol grubunun 1 16/katina ve IS thma cikmistir. Pokkali’nin GB uygulanmig
olan tuz stresli grubunda prolin miktari, sadece NaCl uygulanmig gruptan % 17,
GB kontrol grubundan ise 18 kat daha yiiksektir. 7. gﬁhde Pokkali’nin yine bu
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grubunda gbézlenen prolin miktarimin, kontrol grubunun 19 kati kadar daha
yiiksek oranda oldugu bulunmugtur. IR-28’in GB 6n muamelesi yapilmis olan
NaCl stresli grubundaki prolin miktari, sadece NaCl uygulanmig gruptan % 6
daha diistik, kontrolden ise yaklagik 14 kat daha ytiksektir. Bu sonuglardan da
gorildagi gibi, GB 6n uygulamas1 Pokkali’de tuz stresine bagh prolin
miktarindaki artis1, IR-28’e gore daha fazla tegvik etmisgtir.

3.8 Lipid Peroksidasyonu Sonuglan

Lipid peroksidasyonu oranlari, malondialdehit (MDA) miktarinda meydana
gelen degisimlere gore belirlenmis ve Sekil 3.8’de gosterilmistir. Tuz stresinin 0.
glininde her iki kiiltivann GB 6n muamelesi yapilmig gruplarinn MDA
miktarinda, kontrollere gore bir diiglis gériilmiistiir. Bu diisiis Pokkali’de yaklagik
% 32, IR-28’de ise % 31 olmustur.

Pokkali |[1Kontrol s GB @ NaCl g GB+NaCl IR-28 |OKontrol BGB ENaCl EIGB+NaCl

80 - 80 -
70 - 70 4
~ 60 - _. 60 -
; 50 § 50
2 %09 2
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Sekil 3.8: Iki farkh geltik (Oryza sativa L.) kiiltivariin (Pokkali ve IR-28),
glisinbetain (15 mM) uygulamasindan sonra tuz stresine (120mM NaCl) maruz
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birakilmalarimi takiben 0. ve 7. giinlerde malondialdehit miktarinda (nmol/g yas
agirlik) gézlenen degigimler.

Tuz stresinin 7. giiniinde Pokkali ve IR-28’in GB kontrol grubundaki MDA

miktan, kontrollere gore sirasiyla % 31 ve % 7 azalmigtir. 7. giinde NaCl
uygulamasi, Pokkali’nin yapraklarindaki MDA miktarim kontrollere gére % 11,
IR-28’de ise % 117 oraninda arttirmigtir. -

Pokkali’nin GB uygulanmig olan tuz stresli grubunda MDA miktar1, NaCl
stresi altindaki gruptan yaklasik % 10 daha diigiik, GB kontrol grubundan ise %
45 daha ytiksektir. 7.glinde Pokkali’nin yine bu grubunda gbdzlenen MDA
miktarinin kontrol grubuyla hemen hemen aym diizeyde oldugu bulunmustur. IR-
28’in GB 6n muamelesi yapilmig olan NaCl stresli grubundaki MDA miktarinin,
tuz sfresi altindaki gruptan % 18 daha diisik, kontrolden ise yaklagik % 77
oraunda daha yliksek oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, GB 6n muamelesinin,
tuz stresiyle olusan lipid peroksidasyonunu her iki kiltivarda da engelledigi
gortlmiistiir. Hatta, GB kontrol grubundaki bitkilerin yapraklarinda lipid
peroksidasyonunun, normal kontrol grubundan daha diistik oldugu bulunmustur.
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4. TARTISMA

Tuzlu topraklar, global mahsul {iretiminin 6nemli belirleyicilerinden birisini
olusturur. Tuzlasma nedeniyle 2 milyon hektardan daha fazla miktarda tarimsal
topragin her yil iretim degerini kaybettigi tahmin edilmektedir. Ortamdaki
yiiksek tuz, su kithgina (ozmotik stres), iyon toksisitesine ve besin eksikligine
neden olur. Dogal ve tarimsal habitatlardaki yiiksek tuz konsantrasyonlan
bitkilerde, biiylime inhibisyonuna ve metabolik degisimlere neden olur. Bu
metabolik degisimler arasinda normal metabolik siireglerin siirdiirtilmesi igin baz1
toksik olmayan bilesiklerin sentezlenmesi ve baz1 antioksidant enzim
aktivitelerinin tesvik edilmesi de bulunur.

Celtik bitkisi tuz stresine olduk¢a duyarli olan glikofit bir bitkidir.
Caliymammzda fidelerin govde ve kdk uzunluklarinda tuz stresine bagh olarak
meydana gelen azalmalarin, GB 6n muamelesi sayesinde dnlendigi gorilmiigtiir.
Lin ve Kao (2001), kok biiylimesinde NaCl tarafindan meydan getirilen
azalmamn, H,O, seviyesindeki artigla yakindan iligkili oldugunu ileri stirmiigtiir.
Bu nedenle, GB 6n muamelesi yapildiktan sonra NaCl uygulanmis olan grupta,
daha az miktarda H,O, biriktigi ve bdylece biiyiimenin, sadece NaCl uygulanmig
gruba goére daha az inhibe edildigi diigiinilmektedir. Tuz stresi nedeniyle kdk ve
gbévdenin kuru agirh@indaki azalmalar her iki killtivarda da GB uygulamasi
sayesinde az da olsa iyilestirilmigtir. Bu sonuglar, GB birikiminin ktk ve gévde
kuru agirlk artigim engellemedigini ileri siren Kishitani ve ark. (2000)’m
transgenik geltik bitkileriyle elde ettigi sonuglarla da uyusmaktadir. Ayrica,
Agboma ve ark. (1997) titin fidelerinin yapraklarma 0,1 M GB
uyguladiklarinda, yapraklarin yas ve kuru agirhi1 ve yaprak alaminda 6nemli
artiglar meydana geldigini bulmugtur.
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Tuz ve kuraklik stresine gosterilen tepkilerden birisi de yaprak bagil nem
- iceriginde goriilen azalmadir. Pokkali ve IR-28’in tuza bagh olarak yaprak bagil
neminde goriilen azalma GB 6n muamelesi sayesinde 6nemli oranda 6nlenmigtir.
Bu sonuglar, fasulye bitkilerinde, tuz stresi nedeniyle yaprak bagil neminde ve
net fotosentez oraninda olusan azalmamin yapraklarina piiskiirtilen 10 mM GB
sayesinde biiyiik dlgiide onlendiBini bulan Lopez ve ark. (2002)’1n sonuglariyla
da uyugmaktadir.

Toksik olmayan glisinbetain ve diger ozmotik koruyucu bilegikler, tuzluluk
(Robinson ve Jones, 1986; Egan ve ark., 2001; Girija ve ark., 2002), kuraklik
(Abernethy ve McManus, 1998), ve diistik sicaklik (Naidu ve ark., 1991) gibi
streslere tepki olarak cesitli bitkiler ve bakteriler tarafindan sentezlenerek
biriktirilmektedir. Yiksek konsantrasyonlarda biriken prolin ve betain gibi
uyumlu ve yardime: bilesikler, fizyolojik islevlerin siirdiiriilmesini saglarlar.
Ormegin, GB’in ozmotik diizenlemede oynadigi 6nemli roliin yam sira (Grumet
ve Hanson, 1986), oksijen kullanan PS-IT kompleksini NaCl inhibisyonuna karg:
(Murata ve ark., 1992), ve PS-I ile PS-1I elektron tagima sistemini yiiksek sicaklik
inaktivasyona karg1 (Allakhverdiev ve ark., 1996; Allakhverdieva ve ark., 1999;
Alakhverdieva ve ark., 2001) korudugu da bilinmektedir. Yang ve ark. (1996)
glisinbetain sentezleyen (Betl/Bet]) musir serisinin yiiksek sicaklik stresi altinda
Fy/Fy deBerlerinin fazla etkilenmedigini fakat, glisinbetain sentezleyemeyen
(beti/bet]) homozigot musir serilerinin Fy/Fy degerlerinde onemli bir diigiis
oldufunu bulmuglardir. PS-II'nin fotosentetik veriminde olusan bu diigtigiin
yitksek sicakhigim direkt etkisinden daha ¢ok, elektrolit sizmasi ve bunun
sonucunda Mg® gibi dtizenleyici iyonlann miktarinda olugan azalmadan
kaynaklandigim diistinmiglerdir (Yang ve ark., 1996). GB’in, 1spanaktan izole
edilen Fotosistem-II partikiillerindeki oksijen kullanan kompleksten Mn

iyonlarmin  aynlmasim  &nleyerek, fotosentetik  oksijen olusumunun
£. YUKSEKGGRET\M KURULG
b %mmvou MERKEZ)
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inaktivasyonunu engelledigi rapor edilmigtir (Mohanthy ve ark., 1993).
Papageorgiou ve ark. (1991) glisinbetainin yiiksek tuz konsantrasyonlarina bagl
oksijen olusumunu engellemesine karsi PS-II’yi korudugu fakat, 18 kDa ve 23
kDa’luk ekstrinsik proteinlerinden arnndirilmig olan PS-II partikiillerini
inaktivasyondan koruyamadifim gostermigtir. Mékeld ve ark. (1999), kuraklik ve
tuz stresine maruz birakilan Lycopersicon esculentum Mill. ve Brassica rapa L.
oleifera bitkilerinde strese bagh olarak net fotosentez ve stomal iletkenliindeki
azalmanin, yapraklara uygulanan GB ile &nlendigini bulmuglardir. Ayrica
tuzluluk veya kuraklik kogullarinda yetisen bitkilerde fotorespirasyoh artigim
yapraklara GB uygulamas: 6nemli oranda azaltmigtir (Mikeld ve ark., 1999).
Caligmamizda tuz stresinin siiresine bagli olarak Pokkali’nin fotosentetik
veriminde (F)/F)) O6nemli bir degisim gbzlenmezken, IR-28’de 4. giinden
itibaren tuz uygulamasina bagh onemli bir diigiiy gorilmiistiir. Fakat GB
uygulandiktan sonra tuz stresine maruz birakilmis olan grubun Fj/F), degerleri,
Pokkali’de GB ve NaCl uygulanmamig olan kontrol grubuna yakin degerlerde
iken, IR-28’de ise sadece NaCl uygulanmig gruba goére daha az diigls
gostermigtir. Bu durum GB uygulaniasmn fotosentetik verimi korudugunu
gostermektedir. Bu sonuca fotosentetik pigment miktarlarma bakildiginda da
ulagilabilir. Chl-a, Chl-b ve karotenoid miktarlan her iki kiiltivarda tuz stresine
bagl olarak 6nemli miktarda azalirken, GB 6n uygulamasmdan sonra tuz stresi
uygulanmig gruplarn pigment igeriklerinde artig gozlenmistir. Bunun nedeni,
kioroplast membraniarmn kararhginda GB uygulamasiyla bir arigin meydana
gelmesi olabilir. Tuz stresine maruz birakilan Vicia faba bitkilerinin klorofil
miktarinda olugan kayb: ve yaprak bagil neminde olusan azalmayi, yapraklarina
uygulanan prolin ve GB’in onledigi bulunmugtur (Gadallah, 1999).

Celtik bitkilerinin koklerinden verilen GB’in iletim sistemi boyunca tasmarak

yapraklarda birikmesi (Harinasut ve ark., 1996), fotosentetik verim iizerinde
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olumlu etkiler olugturmugtur. Bu etki olasilikla, tuz stresi altinda normalde
kapanmas:1 gereken stomalarin agik kalmasim ve bdylece, daha etkili bir gaz
degisiminin gerceklesmesini saglamugtir (Mékeld ve ark., 1999). Ciinkii GB
hiicresel yapilara bagli su oramm arttirdigindan, stomanin bekgi hiicrelerinin
turgor basincim arttirarak stomalarin agik kalmasim ve bdylece fotorespirasyonun
da azalmasim saglamaktadir (Mikeld ve ark., 1999). Stres altindaki bitkinin
stomalan agik kaldifi stirece de bitki CO, almaya devam ederek fotosentezi
stirdiirebilir. Aynica in vitro’da yapilan c¢ahgmalar GB’in, Aphanothece
halophytica’da RuBisCO’nun aktivitesini KCl stresine kar;t korudugunu
gostermigtir (Incharoensakdi ve ark., 1996). Rajasekaran ve ark. (1997), in
vivo’da bugdaya GB ile yapilan 6n muamelenin, fotosentezin NaCl tesvikli
stomal veya stomal olmayan inhibisyonunu o6nledigini ve GB’in RuBisCo
aktivitesini NaCl inhibisyonundan korudugunu gostermistir. Bu nedenle, GB’in
yitksek tuz bulunan hiicrelerde, RuBisCo’nun konformasyonunu kararh halde
tutarak enzimin aktivitesini korumasi daha olas1 gériinmektedir (Sakamoto ve
Murata, 2002). Belki de GB, stres altindaki yapraklara CO, girisini arttirdigs igin,
substrat miktarindaki artiga bagl olarak RuBisCO’nun aktivitesini de
arttirmaktadir.

Abiotik streslere bagh olarak olusan serbest radikallerin, hiicre
membranlarinin lipit bilesenlerini peroksidasyona ugratmasi, hiicre seviyesinde
meydana gelen stres tegvikli hasarin gostergesi ve bir anlamda da 6lgiistidiir
(Heath ve Packer, 1968; Lin ve Kao, 2000). Tuz stresi altinda Pokkali’nin
yapraklarindaki MDA seviyesinde, IR-28’e gore gok daha az artig olmasi, bu
kiiltivarin oksidatif stresten daha iyi korundugunu géstermektedir. Literattirde,
oksidatif zararn giderilmesi ve tuz stresini de igeren gevresel streslere karg:
direncin  arttinlmasimn, daha etkili bir  antioksidant sistemle
gerqeklestirilebildigirﬁ ileri stiren bir ¢ok ¢alisma rapor edilmistir (Cakmak ve
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ark., 1993; Scandalios, 1993; Chang ve Kao, 1998; Acar ve ark., 2001; Bor ve
ark., 2003). Caligmamizda kullamlan iki ¢eltik cesidi tuz stresinden farkh
sekillerde etkilenmigtir. Pokkali’de tuza baghi olarak SOD, AP, CAT ve GR
aktivitelerinde artig, POX aktivitesinde azalma goriiliirken; IR-28’in SOD, AP, ve
POX aktivitelerinde artig, CAT ve GR aktivitelerinde ise azalma goriilmiigtiir.
SOD ve AP aktiviteleri IR-28’de daha fazla tegvik edilmig olmasina ragmen bu
enzimlerin temel aktivite diizeyleri Pokkali’de daha yiiksektir. Dolayistyla
Pokkali’nin enzim diizeyini daha fazla arttirmaya gerek duymaksizin oksidatif
strese kargi koyabildigi ortaya ¢ikmaktadir. Scandalios (1993)’a gore dzellikle
SOD ve CAT, hiicresel zarar1 O6nlemede 1ol aléﬁ en etkili antioksidant
enzimlerdir. Pokkali’de yiiksek seviyelerde bulunan SOD ve tuz stresine bagh
olarak &nemli seviyede tegvik edilen CAT enzimleri sirasiyla, siiperoksit (O2™)
ve H,0; (hidrojen peroksit) olusumunu engelleyerek oksidatif stresten etkili bir
sekilde korunma saglamaktadir. Bu sonuglar, tiitiin yapraklarimn senesensi
- esnasinda, SOD ve CAT aktivitelerinde olusan azalma ile lipit peroksidasyonu ve
madde sizintisinda olugan artis arasinda bir baglanti oldugunu bulan Dhindsa ve
ark. (1981)’mri sonuglaﬁyla da uyugmaktadir. Lin ve Kao (1998)’nun, ¢eltikten
uzaklastinlan yapraklara H,O, uygulamasimin, lipid peroksidasyonuna neden
oldugunu bulmasi, IR-28°de tuza bagh olarak azalan CAT aktivitesi nedeniyle
H,0, miktarimin artmasina ve béylece MDA seviyesinde artiga neden oldugunu
diigtindtirmektedir. Ayrica, IR-28°de H,0, birikimi, Haber-Weiss reaksiyonuyla
‘OH radikalini olugturabilir ve bu radikale karg: bitki koruyucu bir enzime sahip
olmadigindan, lipit peroksidasyonunu daha gok arttrmug olabilir. Bir bagka
calismada da, Vigna ve Oryza fidelerinin tuz stresi altinda yapraklarinda meydana
gelen H;O, birikiminin, CAT aktivitesindeki azalmadan kaynaklandif ileri
siiriilmiigtiir (Singha ve Choundri, 1990). H,0’in bir diger uzaklagtiric1 enzimi
olan AP’1n aktivitesi [R-28’de artmus olsa da, GR aktivitesinde gorillen azalma,
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askorbat-glutasyon dongiistiniin IR-28’de ¢ok etkili bir sekilde iglemediZini
gostermektedir. Fakat IR-28’de SOD ve AP’nin oksidatif stresi uzaklagtirmada
etkili olarak grev aldifina isaret etmektedir. Bu sonug, tuz stresi altinda IR-28’in
yapraklarindaki SOD aktivitesinin diistiigtinti ileri siiren Dionisio-Sese ve
Tobita’nin (1998) sonuglariyla uyusmamaktadir.

Peroksidazlar sadece kloroplastlarda iiretilen H>O;’in uzaklagtirilmasinda
degil, aym zamanda biiyime ve gelisimle ilgili bazi siireglerde de gorev
almaktadirlar (Dionisio-Sese ve Tobita, 1998). Mittal ve Dubey (1991), farkh tuz
toleransina sahip iki seri geltik kiiltivariyla yaptiklan ¢alismada, POX aktivitesi
ile geltik kultivarlarmin tuz toleransi arasinda negatif bir iligki oldugunu
bulmuglardir. Bu sonug, Pokkali’de tuz stresiyle POX aktivitesinde meydana
gelen azalma ve IR-28’de meydana gelen artis gz Oniine alindiginda
¢alismamizin sonuglariyla uyum gostermektedir.

GB 6n muamelesinden sonra tuz stresine maruz birakilan Pokkali’de, tuza
bagl olarak artan SOD, AP, CAT ve GR aktivitelerinin azaldifa ve tuz stresiyle
azalan POX’n arti goriilmiigtiir. Buna karsin IR-28’de NaCl stresiyle SOD ve
AP’1n artan aktivitelerinin daha ¢ok tesvik edildigi, CAT ve GR’da olusan
azalmamn dnlendigi ve hatta az da olsa —NaCi stresi altindaki gruba gére- arttig,
POX’daki artigin ise azaldi1 gortilmiistiir. Dolayisiyla GB 6n muamelesinin her
iki kiiltivardaki antioksidant enzim aktivitelerini fakli sekillerde etkiledigi
gorilmektedir. Bunun bir nedeni, koklerden aliman GB’in ortamdan NaCl
iyonlarmin alimmim azaltms olmasi olabilir (Satoh ve Murata, 1998; Kishitani
ve ark., 2000). Yapilan bir ¢aligmada, artan tuz konsantrasyonuyla IR-28’in
yapraklarinda ytiksek oranda Na* biriktirdigi fakat Pokkali’nin en diisiik miktarda
Na® igerdigi gortilmustiir (Dionisio-Sese ve Tobita, 1998). Buna glre zaten
indirgenmiy diizeyde Na* alimmu gergeklestiren Pokkali, GB sayesinde bu oram
daha alt seviyelere indirmis ve bu nedenle NaCl tarafindan olusturulan oksidatif
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stresten daha az etkilenmigtir. Bu durum antioksidant enzimlerin, sadece NaCl -
uygulanms bitkilerde oldugu kadar ytiksek diizeylere ¢ikmasim gerektirmemistir.
IR-28’de de iyonlarm alimmim azaltan GB, antioksidant enzimlerin kararliliam
saglayarak azalan aktivitelerinin artmasina, hatta zaten artmig fakat yetersiz olan
aktivitelerinin daha ¢ok tesvik edilmesine neden olmugtur. POX aktivitesinin GB
6n uygulamasiyla Pokkali’de artig, IR-28°de ise diislis gostermesi, az &nce
tartisilan hipotezi dogrular niteliktedii‘. Aynca GB, protein sentezini saglayan
sistemi tuz stresine karsi koruyarak, onarma siireglerinin, hasar verme
siireglerinden daha hizh bir sekilde meydana geldigi kosullar1 olugturmug (Chen
ve Murata, 2002) ve bu sekilde ¢eltik kiiltivarlarinmi oksidatif strese kars: korumus
olabilir. Bununla beraber, her ne kadar GB’in bir -OH radikali uzaklastiricis:
olmadi@ bildirilmis olsa da (Rhodes and Hanson, 1993), O,"~ ve H,0, radikalleri
lizerindeki etkisine iliskin bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu nedenle konunun
aragtirilmas1 geregi dogmugtur. Her iki kiiltivarda 0. ve 7. giinlerde GB kontrol
grubundaki enzim aktivitelerinin —Pokkali’nin 7. giin GB kontrol grubundaki GR
aktivitesi diginda- GB ve NaCl uygulanmamig kontrol grubuna gére daha diistik
oldugu goriilmiistir. Bu durum GB uygulamasina bagh olarak, ya bitkinin
normalde olusan oksijen radikallerinin miktarinda azalma meydana gelmis
olabilecegini, ya da GB’in hiicre membranlarinda, protein sentezleyen
sistemlerde ve proteinlerin yapisinda olugturdugu kararlilik sayesinde, zellikle
fotosentetik sistemden kaynaklanan elektron sizintilanmn 6niine gegmis ya da
bunu azaltmis olabilecegini diiglindiirmektedir.

Her iki kiltivann GB kontrol grubundaki protein miktarinin arttig
goriilmiigtiir. NaCl stresiyle PR miktan Pokkali’de az da olsa artmig, IR-28°de
onemli miktarda azalmug, fakat GB 6n uygulamas) yapildiktan sonra tuz stresine
maruz birakilmg gruptaki PR miktarinn killtivarlarda farkh diizeyde oldugu
goriilmiigtiir. GB 6n uygulamas: sayesinde IR-28’de NaCl stresiyle azalan PR
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miktar artig gbstermis, Pokkali’de strese baglh artan PR miktar1 kontrol grubuna
yakin bir degere inmistir. GB 6n uygulamasimn PR miktanim da iyilegtirdigi
goriilmektedir.

Prolin, stres sonrasi iyilesme ve biiylime &in bir azot ve karbon kaynag:,
zarlar ve bazi molekiillerin kararliliim saglayan bir ajan, serbest radikal
uzaklagtiricisi, ve hatta hiicre i¢i pH diizenleyicisi olarak bilinen uyumlu bir
ozmotik koruyucudur. Caligmamizda, tuz stresine bagh olarak Pokkali ve IR-
28’in yapraklarinda Onemli miktarda prolin birikimi meydana gelmigtir.
Venkatesan ve Chellapan (1998), artan tuz stresiyle Ipomea pes-caprae’de
meydana gelen prolin ve glisinbetain birikiminin tuz stresini iyilestirmede rol
alabilecegini ileri stirmiistiir. Lin ve ark. (2002), geltik bitkilerinden uzaklagtinilan
yapraklarda artan tuz konsantrasyonuyla meydana gelen prolin birikiminin Na* ve
CT" iyonlarinin etkisinden kaynaklandigim ileri stirmiistiir. Buna gore, IR-28"de
Pokkali’den daha fazla prolin birikiminin meydana gelmesi bu kiiltivarin
ortamdan daha fazla toksik iyon almg olabilecegini gostermektedir, Gzik (1996),
kuraklik, su ve tuz stresleri altindaki seker pancan bitkilerinde 6nemli miktarda
prolin birikiminin meydana geldigini bulmus ve prolinin stres kosullar1 altindaki
bu bitkilerde ozmotik diizenlemeyi sagladigim ileri stirmiistiir. Fakat Pérez-
Alfocea ve ark. (1996), yiksek NaCl konsantrasyonlaniyla domates bitkilerinin
farkhi organlarinda olusan prolin birikiminin bir “hasar algilanmas1” oldugunu
ileri stirmlstiir. Bir bagka galigmada ise, geltigin tuz stresine maruz birakilan
kallus kiiltiirlinde biriken prolinin ozmotik diizenlemedeki katkisinin Snemsiz
oldugu ve bu kallus kiiltirlerinin tuza toleransinda dnemli bir rol oynamadig
bulunmugtur (Lutts ve ark., 1996). Bu sonuglardan da goriildiigt gibi, prolinin
kuraklik ve tuz stresleri altinda koruyucu bir ozmotik bilesen olarak oynadig rol
hala tartigmahdir. Caliyjmamizda, GB 6n uygulamasi Pokkali’nin tuz stresi
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altindaki gruba gore prolin miktarinda az da olsa bir artiga, IR-28’in prolin
miktarinda ise NaCl stresi altindaki gruba gére az bir azalmaya neden olmugtur.

Calismamizdan elde edilen sonuglara gore tuza-toleransh Pokkali ve -
duyarli IR-28, olgiilen parametreler bakimindan NaCl stresine, farkli tepkiler
gostermiglerdir. BeklendiZi gibi Pokkali tuz stresine biliylime oOzellikleri ve
antioksidant enzimler bakimindan IR-28’e gére daha fazla tolerans gdstermistir.
En ¢ok calisilan ve Onemli ozmotik koruyucu bilesiklerden biri olan
glisinbetainin (N, N, N-trimetilglisin), tuz stresinin her iki kiltivar {izerinde
olusturduBu olumsuz etkileri, gerek biiyiime parametreleri ve fotosentetik aktivite
gerekse antioksidant savunma sisteminde meydana getirdigi degisimler
bakimindan iyilegtirdigi goériilmiistiir. Elde edilen sonuglardan anlagilacag tizere,
GB uygulamasimin her iki kiiltivar1 NaCl stresine karg1 korudugu anlagiimaktadir,
Bu nedenle ortaya konulan verilerin, glisinbetain uygulamasiyla veya GB
sentezleyen genlerin piring bitkisine aktanlarak tuz toleransin arttinlmasim
hedefleyen bitki biyolojisi ve genetik miihendisligi alanlarinda yapilacak
¢aligmalar i¢in yol gosterici bir kaynak olacag: kamsindayiz.
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