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TUZ STRESI ALTINDA GELISEN MARUL (Lactuca sativa L.) FIDELERINDE
BAZI FiZYOLOJIK, BiYOKIMYASAL PARAMETRELER VE FENOLIK
BILESIKLERIN URETIMI ILE ILISKILi GENLERIN IFADESI UZERINE

NITRIiK OKSITIN ETKIiSI
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Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ozkan AKSAKAL

Nitrik oksit, bitki biiylime ve gelismesinde, bitkinin strese karst yanitinin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan sinyal molekiildiir. Bu ¢alismada, marul fidelerinin yapraklarina 50 uM
ve 100 uM sodyum nitro prussid (SNP, nitrik oksid donorii) uygulandiktan 48 saat sonra
fidelere 50 mM ve 150 mM NaCIl uygulanmig ve yapraklara uygulanan SNP’nin tuz
stresinin etkilerini azaltmasiin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar
arastirilmistir. Kontrol ile mukayese edildiginde tuz uygulamasinin marul yapraklarinda
gibberellik asit (GA), indol asetik asit (IAA), salisilik asit (SA) ve bazi amino asitlerin
konsantrasyonlarini 6nemli oranda azalttifi, malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit
(H20,), absisik asit (ABA), toplam fenolik madde konsantrasyonlarini, askorbat peroksidaz
(APX), katalaz (CAT), peroksidaz (POD) ve siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitelerini,
¢oziinebilir sekerlerin (glukoz, fruktoz, maltoz ve siikroz) ve bazi organik asitlerin
miktarlarini ve antioksidan kapasiteyi artirdigi belirlenmistir.

Ote yandan, marul fidelerine tuz uygulamasindan 48 saat once yapraklara uygulanan
SNP’nin MDA, H,0,, ABA konsantrasyonlarini azaltmak, GA, I1AA, SA ve bazi amino
asitlerin konsantrasyonlarini artirmak, antioksidan enzimlerin (APX, CAT, POD ve SOD)
aktivitelerini, toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan kapasiteyi daha fazla artirmak
yoluyla tuz stresine toleransi 6nemli oranda tesvik ettigi belirlenmistir. Buna ilaveten,
fenolik bilesikler ve E vitamininin sentezinde yer alan fenilalanin amonyak liyaz (PAL) ve
y-tokoferol metiltransferaz (y-TMT) genlerinin ifadelerinin tuz stresine bagli olarak arttigt,
SNP uygulamas: ile birlikte bu genlerin ifadelerinin daha fazla artis gosterdigi tespit
edilmigtir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, SNP’nin tuz stresinin neden oldugu reaktif
oksijen tiirlerinin miktarim azaltmak, fenolik madde miktari, antioksidan enzim aktiviteleri
ve anahtar genlerin ifadelerini artirmak yoluyla tuz stresinin neden oldugu hasardan marul
fidelerini etkili bir bigimde korudugu ortaya konmustur.
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EFFECTS OF EXOGENOUS NITRIC OXIDE ON SOME PHYSOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL PARAMETERS AND GENE EXPRESSION RELATED TO THE
PRODUCTION OF PHENOLIC COMPOUNDS IN LETTUCE (Lactuca satica L.)
SEEDLINGS GROWN UNDER SALT STRESS
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Nitric oxide is regarded as an important signaling molecule that plays an important role in
regulating stress responses, plant growth and development. To investigate the physiological,
biochemical and molecular mechanisms of salt stress mitigated by exogenous sodium nitro
prusside (SNP, a nitric oxide donor), foliar application of 50 uM and 100 uM SNP were
done to lettuce (Lactuca sativa L) seedlings for 2 days and then they were subjected to 50
mM and 150 mM NaCl. Our results showed that NaCl treatment significantly decreased the
concentration of gibberellic acid (GA), indol acetic acid (IAA), salycilic acid and some
amino acids, enhanced the concentration of malondialdehyde (MDA), hydrogen peroxide
(H,0O,), the activity of ascorbat peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase (POD) and
superoxide dismutase (SOD), the concentration of abscisic acid (ABA), the content of
soluble sugars (glucose, fructose, maltose and sucrose) and some organic acids, the
concentration of total phenolics and antioxidant capacity in lettuce seedlings when
compared with the control.

However, treatments with exogenous SNP for 2 days significantly enhanced salt stress
tolerance in lettuce seedlings by decreasing the concentration of MDA, H,0,, ABA and
increasing the concentration of GA, IAA, SA, some amino acids, and further increasing the
concentration of antioxidant enzyme (APX, CAT, POD and, SOD), total phenolics and
antioxidant capacity.

Moreover, phenylalanine ammonia lyase (PAL) and y-tocopherol methyltransferase (y-
TMT) genes, involved in the biosynthesis of phenolic compounds and vitamin E,
respectively, were activated in the response to salt stress and further activated by SNP
treatment. The obtained results suggest that SNP could effectively protect lettuce seedlings
from salt stress damage by enhancing activities of key genes and antioxidant enzymes and
the concentrations of phenolics to reduce the excessive reactive oxygen species caused by
salt stress.

2015, 74 pages

Keywords: Abscisic acid, Antioxidant enzymes, Gibberellic acid, Hydrogen peroxide,
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1. GIRIS

Memelilerde 6nemli sinyal molekiillerden biri olarak kesfedildiginden beri nitrik
monoksit veya nitrik oksit (NO) tizerindeki arastirmalar son on yilda dikkate deger bir
bigimde artmistir. Bu molekiiliin memelilerde vazodilatasyon, nérotransmisyon, diiz kas
kasilmas1 ve gevsemesi, dogustan immiin yanit, yumurta fertilizasyonu, mikro
organizmalara kars1 patojenik savunma ve apoptozis gibi ¢esitli fonksiyonlar1 oldugu
belirlenmistir (Schmidt and Walter 1994; Stamler 1994; Jeffrey and Snyder 1995;
Lloyd-Jones and Bloch 1996; Wink and Mitchell 1998; Ignarro 2000; Hess et al. 2005).
Diger taraftan yirmi yil kadar once, bitki biyologlart NO’in bir hava kirleticisi ve
bitkilerin biiylime inhibitorii olarak davrandigini diistinmiislerdir. Bir¢ok arastirmada,
yiiksek seviyedeki NO’in membranlara zarar verme ve DNA’y1 parcalama kapasitesine
sahip oldugu (Pedroso et al. 2000; Yamasaki 2000; Romero-Puertas et al. 2004) yulaf
ve yoncada fotosentezi (Hill and Bennett 1970), havug¢ hiicre siispansiyonunda
solunumu azalttigi  belirlenmistir  (Zottini et al. 2002). NO’in yiiksek
konsantrasyonlarinin  (NO>100 pM) yaprak genislemesini engelledigi, tilakoid
viskozitesini degistirdigi, filiz ve kok gelisimini, fotosentetik elektron transportunu
inhibe ettigi ve DNA’da hasar olusturarak hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir
(Leshem et al. 1997, 1998; Pedroso et al. 2000). Bununla birlikte, 1990’dan sonra,
NADPH ve L-arjinin ile NO iireten enzimlerin kesfedilmesi, sadece hava kirleticiden
esansiyel sinyal molekiiliine kadar NO {izerine yeni bir model olusturmustur (Yamasaki
2005; Cueto et al. 1996). 1992 yilinda, bilim diinyasi NO’in biyolojik 6neminin farkina
varmis ve serbest radikal NO “Yilin Molekiili” olarak adlandirilmistir (Koshland 1992).
Nitrik oksitin diisiik konsantrasyonlarmin bitkilerde tohum dormansisinin azaltilmasi,
tohum ¢imlenmesinin tegviki (Beligni and Lamattina 2000; Bethke et al. 2006, 2007;
Libourel et al. 2006; Zheng et al. 2009), bitki metabolizmasi ve senesensin
diizenlenmesi (Leshem et al. 1998; Guo and Crawford 2005), hiicre 6liimiiniin tesviki
(Pedroso and Durzan 2000), stoma hareketlerinin diizenlenmesi (Garcia-Mata and
Lamattina 2001; Guo et al. 2003; Neill et al. 2003; Sakihama et al. 2003; Bright et al.
2006; Garcia-Mata and Lamattina 2007), fotosentezin diizenlenmesi (Takahashi and
Yamasaki 2002), mitokondri fonksiyonlar1 (Zottini et al. 2002), yer¢ekimi (Hu et al.



2005) ve c¢igeklenmenin diizenlenmesi (He et al. 2004) gibi ¢esitli fizyolojik
fonksiyonlarda hayati rol oynadigi bildirilmistir. Nitrik oksitin ¢esitli biyotik ve abiyotik
stres faktorlerine karsi bitki yanitlarinin diizenlenmesine katkida bulundugu, oksidatif

stres tarafindan olusturulan hasar1 azalttig1 da ifade edilmistir.

Nitrik oksitin hiicrede reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu ve parcalanmasi, temel
metabolizma, tasima, hiicre 6limii ve savunma, sinyal iletimi gibi farkli fonksiyonel
islevlerde yer alan genlerin tanimlanmasina izin veren transkripsiyonel degisiklikleri
indiikledigi belirtilmistir (Karplus et al. 1991). Nitrik oksit molekiiliiniin kendisi de
antioksidan 6zellige sahip olmasina ragmen, nitrik oksitin hiicresel redoks dengesi i¢in
genel mekanizmalar1 diizenledigi (Sekill.1), O, nin H,0; ve O, ye doniisiimiinii tegvik
ettigi ve HyO; siiptiriicii enzimlerin aktivitelerini artirmak yoluyla bitkilerdeki oksidatif
hasar1 inhibe ettigi rapor edilmistir (Lamattina et al. 2003; Shi et al. 2007; Zheng et al.
2009).

Abiyotik Stres

Tuzluluk, Kuraklik, Ultraviyole
Radyasyon, Sicaklik, Agir Metaller

Reaktif Oksijen

Tirleri
Hormonlar Olusturulmasi Antioksidan
Enzimlerin
\ Gen
Ekspresyonu

7N

Programlanmig
hiicre oliimii

Eliminasvon

v

Stiperoksit anyon O™ ve
lipid radikal R

Sekil 1.1. Bitkilerin abiyotik strese toleransinda nitrik oksit aracili sinyal yolu i¢in
genellestirilmis model



Nitrik oksit, enzim aktivitesini diizenleyen dogrudan veya dolayli biyokimyasal
sinyaller olusturmak i¢in proteinler, tioller, hem gruplart ve oksijen tiirevleri ile
reaksiyona girmektedir. Nitrik oksitin etkisi dozuna ve bolgeye bagli olarak
degismektedir. Nitrik oksitin yiiksek seviyeleri oksidatif ve nitrozatif hasara neden
olmakta ve hiicreyi oldiirebilmektedir. Nitrik oksit yapisal ve fonksiyonel adaptif
plastisiteye ve bitkilerin habitatlarina uyumuna katkida bulunmaktadir. Biyotik ve
abiyotik streslere bitkilerin cevap olusturmasi, bitki biliylime ve gelisimi, ¢imlenme,
cigeklenme, meyvelerin olgunlagmasi, senesens gibi ¢ok sayida fizyolojik olayda nitrik
oksitin 6nemli rolii daha once Bolwell (1999), Beligni and Lamattina (1999a, b),
Beligni and Lamattina (2001), Garcia-Mata and Lamattina (2001), Stohr and Ullrich
(2002), Lamattina et al. (2003), Neill et al. (2003), Bethke et al. (2004), Romero-
Puertas et al. (2004), Wendehenne et al. (2004), Yamasaki (2005), Arasimowicz and
Floryszak-Wieczorek (2007), Besson-Bard et al. (2008) tarafindan detayli bir bicimde

incelenmistir.

Bitkiler giinlik ve mevsimlik degisiklikler karsisinda Dbiiylimelerini devam
ettirebilmelerine karsin, beklenmedik bir kosula siirekli maruz kaldiklarinda gelisimleri
yavaglamakta ve hayatta kalmalarini etkileyecek hastaliklar, hasarlar veya fizyolojik
degisimler meydana gelebilmektedir (Shaoa et al. 2008). Bu elverigsiz sartlara sebep
olan faktorlere “stres” denilmektedir. Bitkileri etkileyen stres faktorleri biyotik (bitkiler,
mikroorganizmalar, hayvanlar ve antropojenik etkiler) ve abiyotik stres faktorleri
(tuzluluk, kuraklik, UV radyasyonu, sicaklik, agir metaller vb.) olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Abiyotik stres faktorleri reaktif oksijen tiirevlerini (ROT) iiretebilir ya da
oksidatif strese neden olan hiicresel redoks dengesini bozabilir. Oksidatif stres sirasinda,
bitki hiicrelerinin farkli bolgelerinde (mitokondri, kloroplast, peroksizom ve nukleus)
ROT olusumu hasara ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Mano 2002). ROT hiicre i¢i
redoks sinyalinde ve antioksidan diren¢ mekanizmalariin aktivasyonunda énemli rol
oynamaktadir. Diisiik miktarlarda bulundugunda, ROT savunma yanitlarinin
aktivasyonu i¢in sinyal olarak davranir. Ancak, kontrolsiiz kosullar altinda yliksek
konsantrasyonlarda ROT olusumu bitkilerde ciddi hasarlara neden olur. Asil hasarin

ROT tarafindan olusturuldugu bir sistemde NO zincir kiric1 gibi davranabilir ve hasari



siirlandirabilir. NO mitokondride iki respirasyon elektron transport yolunda rol
almaktadir. NO burada ROT’un modiilasyonunu gergeklestirir ve c¢esitli abiyotik
streslere maruz kalan bitkilerde antioksidan savunma sistemlerini gelistirir. Disardan
NO uygulamak siiperoksit dismutaz (SOD) basta olmak iizere antioksidan enzim
aktivitelerini aktive eder ve lipid radikal (R) ve siiper oksit anyonunu (O;") elemine
etmek yoluyla da bitkileri oksidatif hasara kars1 korur. Birgok arastirmada, NO’in zincir
kirict antioksidan olarak lipid peroksidatif reaksiyonlarini durdurucu etkisi olduguna ve
antioksidan enzimlerin gen ekspresyonunu aktive ettigine dair kanitlar vardir
(Nunoshiba et al. 1993; Ramamurthi and Lewis 1997). NO’in hiicre koruyucu
proteinlerin, CAT, SOD, glutatyon, s-transferaz’in sentezini ve alternatif oksidazin
tesvik edilmesini saglayarak, arpa eleurone hiicrelerinde gibberellin tesvikli programli
hiicre 6liimiiniin igsel bir diizenleyicisi oldugu belirtilmistir (Beligni et al. 2002; Huang
et al. 2002; Polverari et al. 2003). NO’in sitokinin-tesvikli programli hiicre 6lim
stirecine aracilik ettigi (Neill et al. 2003) ve ABA tesvikli stoma kapanmasinda bezelye
bekei hiicrelerinde NO sentezinin arttigi da bildirilmistir (Neill et al. 2002). Yine
oksinin salatalik koklerinde NO sentezini stimiile ettigi tespit edilmistir (Pagnussat et al.
2002, 2003). Bitki dokularinin olgunlagmasi ve senesensinde NO ile etilen arasindaki
etkilesim, bitki gelisiminin bu sathalar1 sirasinda her iki gazin antagonistik etkisini
ortaya ¢ikarmistir (Leshem et al. 1998; Lamattina et al. 2003; del Rio et al. 2004).
Orozco-Cardenas and Ryan (2002) nitrik oksitin domates yapraklarinda jasmonik asit

olusumunu tesvik ettigi ve boylece H,0O, iiretimini bloke ettigini rapor etmislerdir.

Nitrik oksitin serbest radikal olma, kiigiik boyut, yiiksiiz olmasi, kisa 6mrii ve biyolojik
membranlardan yiiksek oranda diflize olmas1 gibi ozellikleri onu ¢evresel kosullara

cevap olusturmada ¢ok iyi bir sinyal molekiil yapmaktadir.

Tuz Stresine Toleransta NO’nun Fonksiyonu

Tuz stresi, bitkilerin biiylimesini ve gelismesini osmotik ve iyon stresine neden olarak
engellemektedir (Parida and Das 2005). Kok rizosferinde tuz miktarinin artmasiyla

birlikte ilk olarak osmotik stres olusmaktadir. Olusan bu digssal osmotik stres,



kullanilabilir su miktarinin da azalmasina sebep olmakta ve bu olay “fizyolojik
kuraklik” olarak adlandirilmaktadir (Tuteja 2007). Kullanilabilir su miktarinin azalmasi,
hiicre genislemesinin azalmasmna ve siirglin gelisiminin yavaslamasina sebep
olmaktadir. Osmotik stresin devaminda ortaya ¢ikan iyon stresi evresinde, ortamda
artan Na ve CI iyonlarmin K*, Ca*? ve N gibi gerekli besin elementleri ile rekabete
girmesiyle bitkilerde, besin eksikligi veya besin dengesizligi meydana gelmektedir.
Yiiksek tuz konsantrasyonunun bazi anahtar metabolik siirecleri etkilemek yoluyla bitki
biiyiimesini ve gelisimini sinirlandirdig: bildirilmistir (Hasegawa et al. 2000; Marschner
2002; Siddiqui et al. 2008, 2009a; Khan et al. 2010). Tuzluluk, bitkilerde nitrat ve siilfat
asimilasyonunda yer alan bircok enzimin aktivitesini degistirmekte, bitkilerin enerji
durumunu azaltmakta, azot ve siilfiir ihtiyacini arttirmaktadir (Siddiqui et al. 2009b).
Tuz stresi tarafindan olusturulan hiicre seviyesindeki hasarin c¢ogu, reaktif oksijen
tirevlerinin olusturdugu oksidatif hasarla ilgilidir. Bitkiler, oksidatif hasardan
korunmak i¢in ¢ok sayida savunma stratejisi gelistirmislerdir. Ancak, bitkilerin tuz
stresine toleransinda NO rolii hakkinda detayli bilgi azdir. Bir NO donorii olan eksojen
sodyum nitroprusside (SNP), tuzlulugun oksidatif hasarini piring tohumlarinda (Uchida
et al. 2002), ac1 bakla (Kopyra and Gwozdz 2003) ve salatalikta (Fan et al. 2007; Yu-
ging et al. 2007) 6nemli Ol¢iide azaltmis, tuz stresi altinda tohumlarin biiyiimesini
gelistirmis (Song et al. 2009), misir ve Kosteletzkya virginica’nin kuru agirligini
arttirmustir (Zhang et al. 2006; Guo et al. 2009). Tuz stresi altindaki bitkilerde SNP 6n
muamelesi, endopeptidaz ve karboksipeptidaz aktivitelerini, ¢oziinebilir protein
miktarini arttirmak yoluyla karbon ve azot metabolizmasi arasindaki dengenin daha iyi
olmasina etkin sekilde katkida bulunmustur. Tuz stresi altindaki bitkilerde eksojen
SNP’nin, plazma membram1 (PM) H'-ATPaz ekspresyonunu tesvik ettigi de
bildirilmistir (Zheng et al. 2010). Zhao et al. (2004) Phragmities communis’te ve Zhang
et al. (2007) Populus euphratica’da, nitrik oksitin tuz stresi altindaki kalluslarda K*/Na®
oranin1 artirmak yoluyla tuza toleransi tesvik ettigini ve bu olayda H»O, bagiml
H'ATPaz aktivitesinin artti§mi rapor etmislerdir. Sitoplazmada diisik Na®
konsantrasyonu saglamak i¢cin H+-ATPaz ve tonoplast boyunca yer alan Na* kontrolii,
tuz stresine karsi hiicresel adaptasyonun anahtar faktoriidiir (Rausch et al. 1996). Liu et
al. (2007) glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin, NR baglimli NO iiretiminde ve

kirmiz1 fasulye koklerinde tuza karsi toleransin olusturulmasinda 6nemli rol oynadigini



gostermiglerdir. Nitrik oksitin tuz stresi altinda bitkilerde hiicre i¢i CO;
konsantrasyonunu, H,O,, MDA, ROT iiretim oranim1 ve membran gecirgenligini
azalttig1, katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve askorbat peroksidaz gibi ROT
stipiiren enzimlerin aktivitelerini ve prolin birikimini artirdig1 rapor edilmistir (Kopyra
and Gwozdz 2003; Fan et al. 2007; Shi et al. 2007; Yu-qging et al. 2007; Lopez-Carrion
et al. 2008; Sheokand et al. 2008; Guo et al. 2009). NO’in sadece ROT siipiiriicii
enzimlerinin aktivitesini artirmadigi aymi zamanda stresle ilgili genlerin ifadesini
artirdigr, EC’nin belirlenmedigi sukroz fosfat sentaz ve A’-pyrroline-5-karboksilat
sentaz i¢in traskriptlerin ifadesini artirdig bildirilmistir (Uchida et al. 2002). NO’in tuz
stresi altinda fotosentez pigmentlerini tesvik ederek fotosentezin (Ruan et al. 2002; Fan
et al. 2007), ATP sentezinin ve mitokondrideki iki solunum elektron transport yolunun
artirilmasinda rol aldig1 da ifade edilmistir (Yamasaki et al. 2001; Zottini et al. 2002).

Literatiirde tuz stresinin bitkiler {izerine olumsuz etkilerini gosteren ve bitkilerin
tuzluluga toleransinin artirilmasinda ¢esitli kimyasallarin kullanimu ile ilgili aragtirmalar
bulunmakla birlikte, bir nitrik oksit dondrii olan SNP’nin sebzelerin tuzluluga
toleransinda oynadigi rol hakkinda detayli bilgi mevcut degildir. Bu nedenle bu tezde
marul (Lactuca sativa) bitkisi kullanilarak, sebzelerde tuzluluga toleransin
artirilmasinda  SNP’nin rolii fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler parametreler

kullanilarak arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Aytamka (2005) soya fasulyesinde tuz stresi ve nitrik oksit (NO) arasindaki iliskiyi
incelemek amaciyla 6 giinliik soya fidelerini NO vericisi olarak kullanilan degisik
konsantrasyonlardaki sodyum nitro prussid (SNP) ve NO tutucusu olan c-PTIO ile 2
giin 6n muamele ettikten sonra 2 Hoagland besin ¢ozeltisi ile hazirlanan 100 mM NaCl
iceren hidroponik kiiltiirde yetistirmistir. Calismada 19 giinliik soya fidelerinde oransal
su icerigi, klorofil, karotinoid ve total ¢dziinebilir protein miktari, peroksidaz enzim
aktivitesi ve prolin birikimi tayin edilmistir. Kontrol grubu ile 100 mM NaCl stresine
maruz kalan bitkiler karsilagtirildiginda, tuzun fidelerde biiylimenin gerilemesine,
yapraklarda sararmaya ve epinastik hareketlere neden oldugu belirlenmistir. SNP
uygulanan fidelerde tuza karsi toleransin arttigi saptanmistir. Arastirmada tuz stresi
altinda soya fidelerinde oransal su igeri8i, total klorofil, karotinoid miktarlarinin
degisimi tlizerine en etkin SNP konsantrasyonunun 0.01 pM oldugu tespit edilmistir.
Total ¢oziinebilir protein miktar1 ve peroksidaz enzim aktivitesinin tuz stresi etkisi ile
artig gosterdigi belirlenmistir. En 6nemli tuzluluk parametrelerinden biri olan prolin
birikiminin ise kontrole gére 100 mM NaCl ve artan SNP konsantrasyonlarinda belirgin
bir artig gosterdigi tespit edilmistir. NO tutucusu 1 uM c- PTIO, 1 uM SNP ile birlikte

uygulandiginda NO tarafindan olusturulan tuza karsi toleransin azaldig1 saptanmistir.

Shi et al. (2007) 100 mM NaCl uygulanmis salatalik fidelerinde hem mitokondrideki
ROT metabolizmas1 hem de tonoplast ve plazma zar1 (PM) fonksiyonlar1 iizerine
disardan uygulanan sodyum nitro prusidin etkisini (SNP) aragtirmiglardir. Caligmada tuz
uygulamasinin mitokondride ciddi lipid peroksidasyonuna yol acti§i ve dnemli Olglide
H20, birikimine neden oldugu, 50 uM SNP uygulamasinin ROT siipiiriicii enzimlerin
aktivitesini tesvik ettigi, biber fidelerinin koklerinin mitokondrilerinde tuzun neden
oldugu H,O; birikimini azalttig1 belirlenmistir. Sonu¢ olarak mitokondrideki lipid
peroksidasyonunun azaldigi tespit edilmistir. Ayrica SNP uygulamasinin tuzun neden
oldugu tonoplast ve plazma zarindaki PM H'-ATPaz ve H'-PPaz enzimlerinin

inhibisyonunu ortadan kaldirdig1 saptanmustir.



Aksoy (2008) abiyotik stres altinda mercimekteki antioksidan mekanizmalari
belirlemek i¢in 14 giinliik mercimek (Lens culinaris Medik cv. Sultan-1) fidelerini 6,
12, 24 saat ve 3, 5, 7 giin boyunca kuraklik (20% PEG) ve tuzluluk (150mM NaCl)
streslerine maruz birakmis ve Mn SOD, Cu/Zn SOD, kloroplastik/mitokondriyal GR,
CAT ve kloroplast/stromal APX antioksidan enzimleri i¢in uygun polimeraz zincir
reaksiyonu kosullarin1 optimize ettikten sonra strese maruz birakilmig ve birakilmamis
bitki kok ve govdelerinden toplam RNA’y1 izole etmistir. Strese maruz birakilan ve
birakilmayan fidelerde kuraklik ve tuzluluk uygulamalarinin Mn SOD ve Cu/Zn
SOD’un gen ifade diizeyleri iizerine etkileri yari-kantatif ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyon teknigi (RT-PZR) kullanilarak karsilastirilmali  bir bicimde
incelenmistir. Arastirmada kuraklik uygulamasiin gévde ve kokte nispi Mn-SOD gen
ifadesi seviyelerinde herhangi anlamli bir fark olusturmadigi, tuz stresi altinda her iki
dokudaki nispi gen ifadesi seviyelerinin azaldig1 tespit edilmistir. Nispi Mn-SOD ifade
seviyelerinin tuz ve kuraklik uygulamalarinin 5. giiniinde hem kok, hem de govdede
artt1g1, nispi Cu/Zn SOD ifade seviyelerinin, kuraklik uygulamasinin 5. giintinden sonra,
koklerde ise uygulamanin 1. ve 7. giinlerinde arttig1 belirlenmistir. Ayrica Cu/Zn SOD

ifade seviyelerinin tuz uygulamasinin 3. ve 5. gilinlerinde arttig1 saptanmistir.

Stres kosullarinda, bitkilerde molekiiler diizeyde gozlenen tepkilerin belirlenmesinde
RNA izolasyonu ilk ve dnemli asamalardan biridir. RNA izolasyonunun yapilmasi ile
Poly(A)+RNA, Northern Blot Hibridizasyonu, cDNA analizleri ile stres kosullarinda
iiretilen proteinlerin 6zelliklerinin belirlenmesi miimkiin olmaktadir. Bu ¢alismalar ile
bitkinin stres kosullarina adaptasyon ve tolerans mekanizmasi ile strese dayanikliligi
saglayabilecek genler ortaya konabilir, yapisal ozellikleri belirlenen stres proteinleri
disaridan bitkilere uygulanarak stres kosullarina uyumun saglanmasi ile ilgili
arastirmalara zemin olusturulabilir. Pektez (2009) domates bitkisinde tuz stresi altinda
total RNA miktarinda meydana gelen degisimi arastirmistir. Calismada iki farklh
domates ¢esidine 50 ve 100 mM NaCl 15 giin boyunca uygulanmigtir. Arastirma
sonucunda 100 mM tuz uygulanan domates fidelerinde total RNA miktarinin kontrol

grubuna gore onemli Ol¢lide arttig1 tespit edilmistir.



Esim (2011) yaptig1 calismada diisiik sicakliga hassas olan misir yapraklarinda donma
hasari, buz niikleasyon aktivitesi, hidrojen peroksit (H,0O,) ile siiperoksit (O, ) miktari,
lipid peroksidasyon seviyesi, apoplastik ve hiicresel antioksidan enzimlerin (katalaz,
peroksidaz ve siliperoksid dismutaz) aktivitesi, nitrat rediiktaz (NR) aktivitesi, icsel
nitrik oksit (NO) miktari, absisik asit (ABA) hormonu seviyesi ile apoplastik ve
hiicresel protein profilleri iizerine diisiik sicaklik ve NO'in etkilerini arastirmistir.
Calismada bitki yapraklarina 10. giin 0.0, 0.1, 1 ve 100 uM sodyum nitro prussid (SNP)
(bir NO vericisi) puskiirtiilmiis ve bitkiler kesim giinlerinden (14, 21 ve 28) 2 giin 6nce
diisiik sicakliga (10/7 °C) transfer edilmistir. Aragtirma sonucunda misir yapraklarinda
donma hasarmin diistik sicaklik ile arttig1, diisiik sicakliga maruz birakilan yapraklarda
SNP uygulamalarinin genellikle donma hasarmi diisiirdiigii belirlenmistir. Donma
hasarmin azaltilmasinda en etkili SNP konsantrasyonunun 100 pM oldugu, diisiik
sicakligin H,O; ile O, miktarini, lipid peroksidasyon seviyesini apoplastik ve hiicresel
antioksidan enzimlerin aktivitelerini, NR aktivitesini, icsel NO ve ABA miktarini tiim
giinlerde kontrol bitkilerine oranla artirdigi saptanmistir. 0.1, 1 ve 100 uM'lik SNP
uygulamalarinin H,O; ile O, miktarlarini ve lipid peroksidasyon seviyesini diisiirdiigii

antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdigi tespit edilmistir.

Domates tohumlarinda tuz stresine karsi nitrik oksitin koruyucu rolii Hayat et al. (2012)
tarafindan aragtinlmistir. Calismada domates tohumlarinin yiizey sterilizasyonu
yapildiktan sonra farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 150 mM) NaClI 8 saat siireyle
tohumlara uygulanmistir. Ayrica NaCl ile islatilan bazi tohumlar 8 saat 10° M SNP
sollisyonuna transfer edilmis ve bitkilerde nitrat rediiktaz aktivitesi, protein igerigi,
antioksidan enzimlerin aktivitesi 6l¢iilmistiir. Arastirma sonucunda tuz uygulamasini
takiben uygulanan SNP’nin bitkinin tuza tdleransimi tesvik ettigi, antioksidan enzim
aktivitesi ve prolin miktarlarint arttifi tespit edilmistir. Arastirmada nitrik oksitin tuz
stresi ile kontamine olmus topraklarda yetistirilen bitkilerde stres Onleyici olarak

kullanilabilecegi onerilmistir.

Khan et al. (2012), hardal yapraklarmin tuz stresine toleransinda kalsiyum kloriir

(CaCly) ve nitrik oksit dondrii olan SNP’in roliinii arastirmislardir. Tuz stresine maruz
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birakilmis yapraklara SNP ve CaCl; uygulanmasindan 24 saat sonra karbonik anhidraz
ve nitrat rediiktaz aktivitesi, yapraktaki klorofil igerigi, yapragin bagil su igerigi ve
yapraktaki iyon konsantrasyonu Olglilmiis ve yalniz tuz uygulanan yapraklar ile
mukayese edilmistir. Calismada tuz stresinin H,O; igerigini artirdigi, elektrolit kacagi
ve TBARS miktarini artirmak yoluyla membranlarda hasar olusturdugu tespit edilmistir.
Tuz stresinin olusturdugu bu etkilerin 0.2 mM’lik SNP tarafindan bloke edildigi, tuz
stresine karst uygulanan CaCl, ve SNP’nin SOD, CAT, POX, APX, GR gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdigi, prolin miktar1 ve glisinbetain birikimini
artirdig1, H,O, igerigini disirdiigii, elektrolit kagagi ve TBARS miktarin1 azaltarak
bitkinin tuza tdleransimi tesvik ettigi belirlenmistir. SNP ile birlikte uygulanan
CaCly’nin hardal yapraklarinda tuz stresinin olusturdugu zararhi etkileri daha fazla

oranda azalttig1 saptanmuistir.

Lin et al. (2012) 100 mM NaCl stresi altinda yetistirilen salatalik hipokotil ve
radikulasinda antioksidan kapasite ve biiyiime {izerine SNP’nin etkisini arastirmislardir.
NaCl uygulamasinin salatalik hipokotil ve radikulasinda H,O, ve tiyobarbiturik asit
reaktif maddelerinin 6nemli Olglide birikmesine neden oldugu, 100 pM SNP
uygulamasinin ROT-siipiiriicii  enzimlerin aktivitesini uyardigi, DPPH siipiiriicii
aktiviteyi, demir iyonlarinin selatlama aktivitesini, OH" radikali siipiirme aktivitesini
artirdigl, tuz stresinin neden oldugu lipid peroksidasyonunu azalttigi belirlenmistir.
Calismada tuz stresinin kok hiicrelerinin mitokondri ve hiicre duvarinin yapisini
bozdugu, SNP uygulamasinin tuz stresinin neden oldugu zarari ortadan kaldirdig1 tespit

edilmistir.

Kara (2013) lokal endemik Thermopsis turcica’nin biiyiime parametreleri, lipid
peroksidasyonu (MDA), prolin ve klorofil igerikleri {izerine tuz stresinin etkisini
arastirmigtir. Calismada fidelerin biiyiime parametreleri, yaprak nisbi su icerigi (RWC),
fotosentetik verimi, lipid peroksidasyon seviyesi, prolin ve klorofil igerikleri
incelenmistir. Bu amagla 50 giinliik T. turcica fideleri 7 ve 14 giin boyunca 0, 100 ve
200 mM NaCl’ye maruz birakilmistir. Calisma sonucunda kok-gévde uzunlugu yas-

kuru agirlik ve RWC’nin tuz stresi uygulamalar ile azaldig1 goriilmiistiir. 100 ve 200
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mM NaCl’nin, fidelerin fotosentetik verimleri iizerine onemli bir etki gostermedigi
belirlenmistir. Ote yandan siirgiinlerin MDA igeriklerinin tuz konsantrasyonundaki
artisa paralel olarak artig gosterdigi, en yiiksek MDA artiginin 14 giin siiresince 200 mM
NaCl uygulanan gruplarda oldugu gozlenmistir. Tuz stresine bagl olarak siirgiinlerin
prolin igeriklerinin 6nemli oranda artis gosterdigi, hem 7 hem de 14 giin siiresince 200
mM NaCl uygulanan gruplarda en yiiksek prolin artiginin oldugu belirlenmistir.
Fidelerin klorofil a, klorofil b ve karotenoid igeriklerinin 7 giinliik tuz stresi uygulamasi

ile degismedigi, 14 gilinliikk uygulamada ise 6nemli oranda azaldigi tespit edilmistir.

Neocleous et al. (2013) farkli NaCI solusyonlarina (0, 5, 10 ve 20 mM) iki marul
(Lactuca sativa L.) ¢esidinin (yesil “Paris Island” ve kirmizi “Songuine) vermis oldugu
tepkileri arastirmiglardir. Caligmada bitki mineral kompozisyonu (N, P, K, Ca, Mg, Fe,
Mn, Zn, Cu, B, CI ve Na) ve besin Kkalitesi (nitratlar, askorbik asit, fenolikler,
flavonoidler ve antioksidan aktivitesi) belirlenmistir. Tuzlulugun, her iki c¢esidin
yapraklarinda Zn, Cu, Fe, Mn ve B konsantrasyonunu artirdig1, potasyum ve kalsiyum
konsantrasyonunu azalttigi belirlenmistir. Ote yandan, tuzlulugun bazi sagliga yararl

fenolik bilesiklerin miktarini artirdigi kaydedilmistir.

Kausar et al. (2013) bugdayda tuz stresinin olumsuz etkilerinin giderilmesinde
yapraklara uygullanan nitrik oksitin etkisini degerlendirmislerdir. Calismada dort farkl
konsantrasyonda (kontrol, 0.05, 0.1 ve 0.15 mM) SNP tuzlu (150 mM NaCl) ve tuzsuz
sartlar altinda yetistirilen bugday fidelerinin yapraklarina uygulanmistir. Aragtirmada
bliylime, verim, klorofil igerigi antioksidan aktivite, mineral besin konsantrasyonu
Olciilmiis, koke uygulanan tuzlulugun kok-goévde kuru agirligini, siirgiin biiytimesini,
iirlin verimini azaltti1, antioksidanlar, prolin birikimi, kok ve gdvdedeki Na ve Cl
miktarm artirdign belirlenmistir. Ote yandan tuz uygulanmis veya uygulanmamis tiim
bugday fidelerinde yapraklara uygulanan nitrik oksitin antioksidan enzim (SOD, CAT,
POD) aktivitelerini, prolin ve toplam c¢oziinebilir protein birikimini artirdig1 tespit
edilmistir. Calismada yapraklara disardan uygulanan nitrik oksitin tuz stresinin
olusturdugu oksidatif hasara kars1 antioksidan enzimleri artirmak yoluyla koruyucu role

sahip oldugu rapor edilmistir.
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Tuz stresi altinda ¢imlenen salatalik tohumlarinda ¢imlenme ve antioksidan enzimler
tizerine digardan uygulanan nitrik oksitin etkisi Fan et al. (2013) tarafindan
arastiritlmistir. Calismada salatalik tohumlarina ¢imlenme esnasinda SNP’nin varligi
veya yoklugunda NaClI veya saf su verilmistir. 50 mM NaCl uygulanmis tohumlarda
kisa stirede ¢imlenme hizi ve ¢imlenme oraninin diistiigii, tuz konsantrasyonu artigina
bagli olarak ¢imlenme hizt ve oranmnin giderek azaldigi saptanmistir. Digardan
uygulanan (optimum 50 uM) SNP’nin tuz stresinin etkilerini azalttig1, ¢cimlenme hizi ve
oranini artirdigi belirlenmistir. 150 mM tuz ile birlikte uygulanan 50 uM SNP’nin SOD
ve CAT enzimlerinin aktivitelerini, prolin miktarimi artirdigi, MDA igerigini diistirdig,
APX ve POD enzim aktivitelerini ise dnemli Ol¢iide degistirmedigi tespit edilmistir.
Disardan uygulanan NO’nun SOD ve CAT izoenzim ifadesini artirdigi belirlenmistir.
Arastirma sonucunda nitrik oksitin antioksidan enzimlerin aktivitesini, prolin miktarini
artirmak ve MDA icerigini diisirmek yoluyla tuz stresine karsi bitkinin direncini

artirdig1 rapor edilmistir.

Tuz stresine maruz birakilan piring (Oryza sativa L.) fidelerinde nitrik oksitin iyilestirici
etkisi baz1 anahtar fizyolojik parametreler kullanilarak calisilmistir. Arastirmada dort
piring c¢esidi, iki tuz ve ili¢ NO konsantrasyonu kullanilmistir. Yapilan analizler
sonucunda uygulanan tuzun dort piring c¢esidinin tamaminda klorofil miktarini,
fotosentez hizini, transpirasyon oranini, stoma iletkenligini ve igsel CO;
konsantrasyonunu 6nemli oranda azalttigi, buna karsin onceden bitkilere uygulanan
nitrik oksitin klorofil igerigini, gaz degisimini dnemli oranda artirdigi belirlenmistir

(Habib et al. 2013).

Fan et al. (2014) soguk stresi altindaki Cin lahanasi fidelerinin gelisimi ve
yapraklarindaki antioksidan enzim aktiviteleri iizerine nitrik oksit vericisi olarak
disaridan uygulanan SNP’nin etkisini arastirmistir. Soguk stresinin lahana fidelerinin
gelisimini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi, siirgiinlere disardan uygulanan SNP’nin soguk
stresinin bu etkisini ortadan kaldirdigi belirlenmistir. Soguk stresine maruz kalan
fidelerde, bitki boyu, kdk uzunlugu, yas ve kuru agirhigin, CAT aktivitesi haricindeki

antioksidan enzim aktivitelerinin ve membran gecirgenliginin arttig1 tespit edilmistir.
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Soguk stresinin yapraklarda MDA ve protein birikimine neden oldugu ve klorofil
miktarmi azalttigi da saptanmigtir. SNP uygulamasiyla birlikte antioksidan enzim
aktivitelerinin, Kklorofil ve protein miktarimin daha da arttigi, MDA ve membran

gecirgenliginin ise azaldig1 rapor edilmistir.

Chen et al. (2014) mangrove agaclarindan Aegiceras corniculatum tiirliniin
yapraklarinda tuzun sebep oldugu oksidatif stresinin hafifletilmesinde nitrik oksidin
rolinii degerlendirmek igin Aegiceras corniculatum fidelerini 350 mM tuza maruz
birakmis ve yapraklara NO dondrii olarak farkli konsantrasyonlarda SNP uygulamigtir.
Biyokimyasal ve enzim analizleri kullanilarak fidelerde diisik molekiiler agirlikli
antioksidanlarin igerigi ve antioksidan aktivite arastirilmistir. Calismada nitrik oksitin
MDA igerigi ve hidrojen peroksit miktarin1 azaltip, azalan glutatyon ve polifenol
icerigini artirarak tuz stresinin neden oldugu hasar1 azalttigi ifade edilmistir.
Arastirmada NO’in guikagol peroksidaz aktivitesini artirip polifenol oksidaz aktivitesini
azalttig1 tespit edilmis, sonug olarak NO’in mangrove agaglarinda tuzun olusturdugu

stresin etkilerini azalttig1 saptanmistir.

Nitrik oksit, yiiksek bitkilerde birgok fizyolojik olay ve strese cevap olusturmada rol
almaktadir. Domates, diinyadaki en onemli sebze bitkilerinden biridir ve tuzlulugun
neden oldugu oksidatif stresin domateste redoks ve NO dengesini etkiledigi dnceden
rapor edilmistir. Manai et al. (2014) 120 mM NaCl’ye maruz birakilan domates
fidelerini kullanarak, digardan domates fidelerine uygulanan NO’in tuzlulugun neden
oldugu olumsuz etkileri iyilestirme potansiyelini arastirmiglardir. Calismada nitrik
oksitin SOD, CAT, POD ve GR gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini 6nemli 6lgiide
artirdig1, nitrit ve nitrat rediiktaz gibi azot metabolizmasinda yer alan bazi enzimlerin
aktivitelerini de artirdig1 ifade edilmistir. Yine NO uygulanan domates fidelerinde

yiiksek prolin, askorbat ve diisiik H,O, miktar1 saptanmustir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Iklim dolab1

Masa santrifiijii
Sogutmal1 santrifiij
Spektrofotometre

HPLC

pH metre

Hassas terazi

Hassas terazi

Buzdolabi

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Karistirici

Karistirica

PCR Cihazi

Nanodrop

Elekroforez Jel Yurutme Cihazi

Elektroforez Jel Gorintilleme Cihazi:
: Argelik
: Thermo Multi Blok Heater

Mikrodalga

Hot Surface
Otomatik pipetler
Otoklav

Saf su cihazi
Soguk su banyosu
Su banyosu
Homojenizator
Calkalayici

Vakum pompast
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: Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
: Hettich EBA 21

: Hettich Micro 22 R

: Shimadzu UVmini-1240

: Agillent Tecnologies-1200

: WTW unilab pH metre

: Shimadzu AY220

: Denver Instrument

: Arcelik

: Arcelik

: Nuaire N4 9483E

: Fisons Whirlimixer

: WiseStir

: Qiagen Rotor Gene Q

: Thermo Scientific Multiskan Go
: Bio-Rad PowerPac Basic

Fusion FX Vilber Lourma

: Brand, Axypet ve Eppendorf
: Hirayama HMC

: GFL

: Huber Polystat CC1

: WiseBath

: Wiggen Hauser D- 500

: Gallenkamp

: Edwards, Ingiltere
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Vakum pompasi : Milipore
Elektroforez : Owl Separation Systems P10DS

3.2. Kullanmilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Calismada kullanilan ¢d6zeltilerin kullanildigr yerler ve hazirlanis sekilleri asagida
belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma, Merck ve Fluka

sirketlerinden temin edilmistir.

1. Armon ve Hogland besi ¢ozeltisi: 1,02 g KNO3, 0,492 g Ca(NOs3),.4H,0, 0,23 g
NH;H,PO4, 0,49 g MgSO,4.7H,0, 2,86 g H3BOs, 1,81 g MnCl,.4H,0, 0,08 mg
CuSO4.5H,0, 0,22 mg ZnS0,4.7H,0, 0,6 mg FeSO4 0,6 mg tartarik asit saf su
igerisinde ¢oziilerek hacmi 1 litreye tamamlanmustir.

2. 50 pM SNP cozeltisi: 0,0149 g SNP 900 mL saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH:
7,5’e kadar titre edilmis ve son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanmistir.

3. 100 uM SNP ¢ozeltisi: 0,0298 g SNP 900 mL saf suda ¢6ziilmiis, 1 N NaOH ile pH:
7,5’e kadar titre edilmis ve son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanmistir.

4. 50 mM NaCl ¢ozeltisi: 2,9221 g NaCI 500 mL saf suda ¢6ziilmiis, son hacim saf su
ile 1 L’ye tamamlanmigtir.

5. 150 mM NacCl cozeltisi: 8,7663 g NaCI 500 mL saf suda ¢6ziilmiis, son hacim saf
suile 1 L’ye tamamlanmistir.

6. %5°lik TCA (trikloroasetik asit) (Lipid peroksidasyon aktivitesi homojenat
¢ozeltisi): 100 mL saf su igerisine 5 g TCA ilave edilmis, TCA tam olarak ¢odziinene
kadar karistirilirak hazirlanmastir.

7. %0,5’lik TBA (tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidasyon aktivitesi reaksiyon
¢ozeltisi): 100 mL saf su i¢ine 20 gram TCA ¢o6ziilmiis ve igerisine 0,5 g TBA ilave
edilerek ve iyice karistirilarak hazirlanmistir.

8. %5’lik Ti(SO,), (titanyum disiilfat ¢ozeltisi) (H,O, miktarmin belirlenmesinde
kullanilir): 1 gram Ti(SO4)2 20 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

9. %19’luk NH,OH (H,0, miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 4,16 mL NH320 mL

saf suda ¢ozlilmesiyle hazirlanmistir.
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10. 2 M’lik H,SO,4 (H20, miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 40 mL %98’lik H,SO4
almmig 160 mL saf su igerisine ilave edildikten sonra 200 mL’ye tamamlanarak
hazirlanmstir.

11. 0,1 M KH,PO, (pH: 7,0), %1 PVP, ImM EDTA (Hiicresel antioksidan enzimlerin
homojenizasyon tamponu): 2,72 g KH,PO, 180 mL saf suda ¢6ziilmiig, 1 N NaOH ile
pH: 7,0’ye kadar titre edildikten sonra saf su ile 200 mL’ye tamamlanmis ve 0,5 g PVP
ve 0,04 g EDTA ilave edilerek hazirlanmstir.

12. 65 mM K;HPO,4, pH: 7,8 (Siiperoksit anyonu miktarinin belirlenmesinde
kullanilan tampon): 1,132 g K;HPO4 70 mL saf su da ¢6zlilmiis pH: 7,8’e ayarlandiktan
sonra saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

13. 103,5 mM KH,PO,, pH: 7,5 (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan tampon):
1,4 g KH,POy, 80 mL saf suda ¢o6ziilmiis, 1 N NaOH ile pH: 7,5’e kadar titre edilmis ve
son hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlanmistir.

14. 40 mM H,0; cozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):
408 uL % 30’luk H,0, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

15. 5 mM H,0; cozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde standart grafik hazirlamak icin
kullanilan): 41 pL %30’luk H,O, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak
hazirlanmistir.

16. 0,1 M Na;HPO4, pH: 5,5 (Peroksidazin aktivitesi 6l¢tiimiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3,55 g NaHPO, alinarak 200 mL saf suda ¢oziilmiis ve pH: 5,5’e
ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamlanmaistir.

17. Peroksidaz aktivitesi olciimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi: 54 pL. quaikol ve
15 uL H,0, dan (d=1,13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100 mL 0,1 M fosfat tamponu
(pH: 5,5) iginde ¢oziilerek hazirlanmigtir.

18. 50 mM KH,PO, (pH: 7,8) (SOD i¢in tampon ¢ozelti): 1,7 g KH,PO, 200 mL saf
suda c¢oziilmiis, pH: 7,8’e¢ ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 250 mL’ye
tamamlanmustir.

19. 13 mM metiyonin c¢ozeltisi (SOD reaksiyon karisimi igin): 0,586 g metiyonin
alinmis, 18. maddede hazirlanmis olan 250 mL 50 mM KH,PO,4 tamponu igerisine ilave

edilerek ¢Oziilmiistiir.
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20. 63 nM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karisimi igin):
0,0128 g NBT alinmis, 18. maddede hazirlanmis olan 250 mL 50mM KH,PO, tamponu
igerisine ilave edilerek ¢oziilmiistiir.

21. 0,1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karisimi i¢in):
0,073 g EDTA alinmis, 18. maddede hazirlanmis olan 250 mL 50 mM KH;PO,
tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziilmiistiir.

22. 13 uM riboflavin (SOD aktivitesi i¢in 2. ¢ozelti): 0,019 g riboflavin, 500 mL saf
suda ¢Ozililmiis, 3 mL’lik reaksiyon karigiminin 13 uM riboflavin igermesi i¢in 390 puL
riboflavin alinmustir.

23. 1x MOPS soliisyonu (Agaroz jel elektroforez igin): 10 ml 20xMOPS alinip {izerine
190 ml saf su eklenmis ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

24. Agaroz jel elektroforez: 4,34 ml 20<MOPS, 66,5 ml dH,0, 0,7 g agaroz, iginde
partikiil kalmayacak sekilde iic dakika mikrodalgada kaynatilmistir. Agarozun tam
¢oziindiigiinden emin olunduktan sonra soguk su altinda erlen sogutulup igine 15,6 pl
formamid, 12,8 pl etidium bromiir konulup yavasga karigtirilmistir. Daha sonra tarak
yerlestirilmis yiikleme tankina dokiiliip donmasi beklenmistir. Donan jele RNA’lar
yiiklenip 1xMOPS kiivet soliisyonu ile tank doldurulmus, jel , 90V, 90MA’da 30dk

yiirtitiilmiigtir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi

Arastirmamizda kullanilan marul (Lactuca sativa L.) tohumlar1 Atatiirk Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiinden temin edilmistir. Marul tohumlari,
ekimden once etanol (%96) ile kisa siireli yikandiktan sonra %5’°lik sodyum hipoklorit
icerisinde 5 dakika ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra tohumlar 5 defa
saf su ile yikanmistir. Tohumlar 6nce 5 kez su sonra 1 N HCI son olarak saf su ile
yikanmig, kum igeren 1 litrelik saksilara 10’ar adet ekilmistir. Saksilar iklim dolabina
(28/20°C, 14/10 151k karanlik periyonunda ve %60 nem) konularak bitkiler 30 giin
boyunca biiyiitiilmiistiir. Ilk 10 giin bitkiler ¢esme suyu ile sonraki 20 giin Hoagland
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cozeltisi ile sulanmistir. Bitkiler 4-6 yaprakli evreye geldiginde saksilarda licer adet
marul kalacak sekilde seyreltme yapilmistir. 30. giinde bazi saksilarda bulunan marul
yapraklarina 50 pM ve 100 puM SNP soliisyonlar1 bir atomizer yardimiyla iyice
puskiirtiilmiistiir. SNP uygulamasindan 48 saat sonra 50 mM ve 150 mM NaCl ¢ozeltisi

sulama suyu olarak saksilara ilave edilmistir.

Saksilara yapilan NaCI ve SNP uygulamalari,

Kontrol—» Cesme Suyu

SNP 1 —» 50 uM SNP

SNP Il —» 100 uM SNP

Tuzl —> 50 mM NaCl

Tuz I —> 150 mM NaCl

SNP I+ Tuz |—»> 50 uM SNP (yapraklara) + 50 mM NaCl (saks1ya)

SNP I + Tuz Il —> 50 uM SNP (yapraklara) + 150 mM NaClI (saksiya)

SNP Il + Tuz | —> 100 uM SNP (yapraklara) + 50 mM NaClI (saksiya)

SNP Il + Tuz Il — 100 uM SNP (yapraklara) + 150 mM NacCl (saksiya) seklindedir.

7. glin sonunda geng ve 1yi gelismis yapraklar alinarak, enzim ve hormon analizleri i¢in
hemen kullanilmis, diger analizler igin sivi azotla dondurularak -80°C’de derin

dondurucuda saklanmustir.

b~ 7
KONTROL

Sekil 3.1. (devam)
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SNP I-TUZ 1I

h

: SNP II-TUZ 11

Sekil 3.1. Uygulama gruplarinin fotograflari
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Sekil 3.2. Uygulama gruplariin karsilastirmali fotografi

3.3.2. Hidrojen peroksit (H,O,) miktarinin belirlenmesi

Hidrojen peroksit (H,02) miktarinin belirlenmesi igin; 0,5 gram yaprak alinarak 5 mL
soguk %0,1 TCA iginde homojenize edildikten sonra homojenat 10.000 x g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra elde edilen siipernatantin 0,5 mL’si, sirasiyla 0,5
mL 10 mM KH,PO, (pH: 7,0) tamponundan ve 1 mL KI eklenmistir. Absorbans degeri
390 nm’de 6l¢iiliip kaydedilmistir. Sonuglar standart grafikle oranlanarak g doku basina
diisen H,0, miktar1 (umolg™ doku) olarak hesaplanmustir (Velikova et al. 2000).

Standart grafigi hazirlamak i¢in H,O; ¢ozeltisinden eppendorf tiiplerine sirasiyla 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16 ve 18 mikrogram H,0, olacak sekilde hesaplanarak konulmustur.
Tipiin hacmi 1 mL olacak sekilde 10 mM KH,PO, (pH: 7,0) tamponu ile
tamamlanmistir. Daha sonra her tiipe 1 mL KI ilave edilmistir. Absorbans degerleri 390
nm’de kore kars1 okunmugstur. Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram H,O;

degerleri kullanarak standart grafik elde edilmistir.
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0.144 ~

0,108 ~

0,072 ~

0,036 ~

Absorbans (390 nm)

-3,33E-16 T T T T T T T
0 3.6 7.2 108 14,4 18 21.6 252 28.8 324 36

H-O, miktart (pigram)

Sekil 3.3. Hidrojen peroksit (H,02) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.3. Malondialdehit (MDA) aktivitesinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in 0,5 g yaprak almarak 5 mL %5’lik TCA i¢inde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenat 10.000 x g’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Tipiin siipernatant kismindan 4 mL alinarak iizerine 1 mL %0,5’lik TBA ¢06zeltisi ilave
edilmistir. Reaksiyon karigimi kaynar suda 30 dakika inkiibe edilir ve reaksiyon,
tiiplerin buz banyosuna alimmasiyla durdurulmustur. Ornekler tekrar 10000 X g’de 10
dakika santrifiij edilerek Stipernatant kismi alinarak absorbansi 532 nm de okunmus ve

daha sonra 600 nm deki non-spesifik absorbsiyon igin absorbans degeri belirlenmistir.

Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de Slgiilen absorbans degerinden 600
nm’de belirlenen degeri ¢ikarilmis ve 1 mL c¢ozeltideki MDA (nmol/g): [(A532-
A600)/155000] x 10° formiiliiyle hesaplanmustir. Sonuglar MDA (nmol/gram doku)
seklinde verilmistir (Ananieva et al. 2002).
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3.3.4. Antioksidan enzim ekstraksiyonu

Enzimlerin ekstraksiyonu i¢in, taze bitki yapraklarindan 0,5 g alinarak havan icine
konulup {iizerine s1vi azot ilave edilerek toz haline gelinceye kadar ogiitiilmiistiir. Sonra
tizerine 5 ml soguk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0,1 M
KH2PO4 pH: 7,0) ilave edilmis ve karisim bir santrifiij tiipiine aktarilarak 15000 x g ve
+4°C’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonucunda elde edilen siipernatant
antioksidan enzimlerin aktivite Ol¢limleri i¢in kaynak olarak kullanilmistir (Angelini

and Federico 1989; Angelini et al. 1990).

3.3.4.a. Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki azalisa bagli olarak
belirlenmektedir (Nakano and Asada; 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH: 7,0), 250 uM askorbik asit (ASC), 5 mM H,0, ve 20 uL enzim ekstrakti
igeren 1 mL’lik reaksiyon karigiminin dlglilmesiyle belirlenmistir. Askorbat peroksidaz
aktivitesi 290 nm’de ASC ig¢in 2,8 mM™cm™ epsilon katsayisim kullanilmasiyla

hesaplanmustir.

3.3.4.b. Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD
enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme esasina
dayanmaktadir. Reaksiyon karisimi (3 mL); 50 mM KH,PO, (pH: 7,8), 13 mM
metiyonin, 63 uM NBT, 13 uM riboflavin ve 0,1 mM EDTA icermektedir. Aktivite
Olctimii i¢in 3 mL spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin igcermeyen reaksiyon
karisimdan 2,58 mL alinmis ve iizerine 30 pL enzim ekstrakti pipetlenmistir.
Reaksiyon, tiip tiizerine 13 puM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 390 pL pipetlenip
kanigtirildiktan hemen sonra, beyaz bir 151k kaynagi Oniine yerlestirmek suretiyle

baglatilmistir. Tip, 151k kaynagimin karsisinda 15 dk. tutulmus ve reaksiyon 1sik



23

kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur. 15 dk. igerisinde NBT’nin renk agilma
yogunlugu 560 nm’de kore karsi okunmustur. Kor; ayni islemin enzimsiz 6rneginden
olugsmaktadir. SOD aktivitesinin 1 iinitesi, 560 nm’de gézlenen NBT indirgenmesinin
%50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim iinitesi olarak kabul edilmis ve

degerler EU/g yaprak olarak sunulmustur (Agarwal and Pandey 2004).

3.3.4.c. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaikol ve H,O;’nin substrat oldugu reaksiyonun
iriinii olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi
esasina dayanmaktadir. Aktivite 6l¢limil i¢in spektrofotometre kiivetine; 100 mL 0.1 M
NaH,PO, (pH: 5.5) ve 5 mM guaikol ve 5mM H,0; igeren substrat ¢ozeltisinden 3 mL
konulduktan sonra, iizerine 10 pL enzim ekstrakti ilave edilmistir. 470 nm’de 5 dakika
boyunca absorbans artis1 1 dakika araliklarla kaydedilmis ve absorbansin dogrusal
olarak arttig1 kisimdaki absorbans artis1 1 dakikaya oranlanmigtir. 25°C’de 1 dakikada,
absorbansi 0.01 abs artiran enzim miktar1 1 enzim {nitesi olarak kabul edilmis ve

sonuclar g yaprak basina diisen enzim tiinitesi (EU/g yaprak) olarak sunulmustur (Yee et

al. 2002).

3.3.4.d. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢cin Gong et al. (2001) uyguladigi metot kullanilmistir.
Bu metot, katalazin ortamdaki H,O,’nin oksijen ve suya doniisiimiinii saglarken

meydana gelen absorbans degisiminin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir.

Once reaksiyonda azalan H,O, miktarin1 belirlemek igin standart grafik hazirlanmustir.
Standart grafik hazirlamak ic¢in, 5 mM H,0, ¢ozeltisinden 3 mL'lik spektrofotometre
tiiplerine sirasiyla; 0,15, 0,3, 0,45, 0,6, 0,75, 0,9, 1,05, 1,2, 1,35 ve 1,5 mL konulmus,
tiiplerin hacimleri saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanmis ve her tiipe 1,47 mL 103,5 mM
KH,PO,4 ve 30 pL su ilave edilmistir. Spektrofotometrede 240 nm’de absorbans kore

kars1 okunmus ve absorbans degerlerine karsilik gelen uM H,0; degerleri kullanarak
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standart grafik elde edilmistir. Aktivite 6l¢timii i¢in 3 mL‘lik spektrofotometre kiivetine,
103,5 mM KH,PO, tamponundan 1,475 mL ve 40 mM‘lik H,O, substrat ¢ozeltisinden
1,5 mL konulduktan sonra, 25 pL enzim ekstrakt1 ilave edilmistir. Spektrofotometrede
240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika araliklarla kore karsi absorbansi okunmus ve
absorbansin dogrusal olarak azaldigi araliktan dakika basina absorbans azalmasi
hesaplanmistir. Bu ortalama absorbans degerleri, standart grafik yardimiyla pmol
cinsinden H,0O, miktarina donistirilmistir. 25°C’de, 1 dakika i¢inde, absorbansi 1
umol azaltan enzim miktar1 1 enzim {initesi olarak kabul edilmis ve sonuglar g yaprak

basina diisen enzim Unitesi (EU/g yaprak) olarak sunulmustur.
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Sekil 3.4. Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan standart grafik

3.3.5. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Marul yapraklarindaki toplam fenolik madde konsantrasyonu Folin-Ciocalteu ayiraci
kullanilarak belirlenmistir. Yontem kisaca soyledir. Yaklasik 0.2 g yaprak Ornegi

alinarak s1v1 azotta dondurulup 3 ml %80°lik asetonda ekstre edilmis ve 4°C’de 12 saat
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karanlikta inkiibe edilmistir. Daha sonra ekstre 905 x g’de 2 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatant alinmistir. Yaklagik 50 pl ekstre tizerine 135 pl safsu, 750 pl %10’luk folin-
ciocalteu ve 600 pl %7.5’lik Na,CO3 eklenerek 10 saniye vortekslendikten sonra
karisim 45°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletilmistir. Karisim oda sicakligina kadar
soguduktan sonra 765 nm dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak absorbansi
Olciilmistiir. Gallik asit ¢ozeltisi ayn1 akim semasina gore hazirlanmis ve standart

egriler olusturulmustur.

3.3.6. Antioksidan kapasite

Marul yapraklarinin antioksidan kapasitesi ABTS (aminobenzotriazole; 2,2’-azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonic acid) diammonium salt) metodu kullanilarak
Olciilmiistlir. Yontem kisaca soyledir. Yaklasik 0.2 g yaprak 6rnegi alinarak sivi azotta
dondurulup 3 ml %80’lik asetonda ekstre edilmis ve -20°C’de 24 saat karanlikta inkiibe
edilmistir. Daha sonra ekstre 905 x g’de 2 dakika santrifiij edilerek ve siipernatant
alimmustir. Yaklasik 0.4 gr MnO; 20 ml ABTS stok ¢ozeltisine ilave edilmis ve ABTS
radikal katyon (ABTS *) olusturmak tizere 30 dakika i¢in karistirilmistir. Daha sonra,
ABTS cozeltisi fazla MnO;’yi ortadan kaldirmak i¢in bir filtre kagidindan siiztilmiistir.
ABTS c¢ozeltisi bir su banyosu i¢inde 30°C'de inkiibe edilmis ve 5 mmol L™ fosfat-
tamponu kullanilarak 730 nm'de 0.7+0.02'lik bir absorbansta seyreltilmistir. Iml ABTS
ve 100 pl ekstre karigtirilip 1 dakika vortekslendikten sonra karisimin absorbans degeri

okunmustur.

3.3.7. Gen ekspresyonu ¢alismalar:

Real Time PCR’da kalip olarak kullanilacak ¢cDNA oOrneklerini elde etmek icin
yapraklardan RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilmstir.

Sivi azot igerisinde ezilen yaprak oOrnekleri (yaklasik 100 mg) ependorf tiipiine

aktarilmis ve s1v1 azotun ugmasi beklenmistir. Ornekler erimeden 450 pL RLT tamponu
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eklenmis (5 pL merkaptoetanol ilave edilmis) ve vorteks yapilarak, érnekler 56°C’de 3
dakika su banyosunda inkiibe edilmistir. Elde edilen karisim lila kolon bulunduran

toplama tiipline aktarilmis ve 2 dakika 15.000 X g’de santrifiij edilmistir.

Olusan siipernatant c¢okeltiye (pellet) dokunulmadan yeni bir ependorfa alinmis,
icerisine kendi hacminin yarist kadar %96’lik etanol eklenmis ve hemen pipetaj
yapilmistir. Beklenmeden numune (yaklasik 650 pl) pembe renkli kolon barindiran
toplama tiipiine aktarilmis, 15 saniye 12.000 x g’de santrifiij edilmis, alttaki sivi
atilmistir. Bu asamadan sonra DNA Kkirliliginden kurtulmak igin On-column DNase

Digestion kiti (Sigma, Almanya) uygulanmistir.

Elimizdeki pembe renkli kolona 350 uL RW1 tamponu eklenmis ve 15 sn 12.000 X g’de
santrifiij edilip, alttaki siv1 atilarak kolon dikkatlice yerine yerlestirilmistir. 10 pL
DNase I, 70 puL RDD tamponundan olusan 80 pL’lik DNase stok soliisyonu kolona
eklenmis ve 20-30°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 350 uL RW1 tamponu
eklenerek 15 sn 12000 x g’de santrifiij edilmis, alttaki sivi atilarak kolon dikkatlice
yerine yerlestirilmistir. Bu asamadan sonra protokole geri doniilmiistiir. Kolona 500 puL
RPE tamponu eklenerek ve 15 sn 12.000 x g’de santrifiij edilmistir. Kolon yeni bir
toplama tiipiine gecirilerek 15.000 X g’de 1 dakika santrifiij edilmis, etanolden
uzaklastirma isleminden sonra kolon 1.5 mL’lik yeni bir toplama tiipline dikkatlice
yerlestirilerek, 30 uL. RNaz’lardan arindirilmis su, tam kolonun zarina gelecek sekilde
eklenerek ve 5 dakika inkiibe edildikten sonra 12.000 x g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Total RNA’nin saflig1 ve yogunlugu agaroz jel elektroforezi yapilmasindan
sonra 260/280 nm de absorbansi Ol¢iilerek belirlenmis ve Ornekler -80°C’de

saklanmustir.

3.3.7.a. RNA’nmin kantitatif tayini

Total RNA’nin kantitatif tayini igin nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific
Multiskan Go) kullanilmustir. Ornekler *Drop™ plate (Cat No:12391)’e 2 uL yiikleme

yapilarak okunmustur.
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3.3.7.b. cDNA sentezi

cDNA orneklerini elde etmek igin RevertAidTM First Strand ¢cDNA Synthesis Kit
(Fermentas Katalog No: K1622) kullanilmistir. cDNA sentezi i¢in hesaplanan RNA
PCR tiipline konulup tizerine 1 pL oligo (dT) primer eklenmistir. Toplam hacim 12 pL.
olana kadar ise niikleaz-free su eklenmistir. Hafif bir santrifiijden sonra PCR cihazinda
CcDNA programinda 65°C’de 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra herbir tiip i¢ine 4 pL
5% reaction buffer, 1 pL ribolock RNase inhibitér (20U/uL), 2 pL 10 mM dNTP mix,
luL revertaid M-MuLV RT (200 U/uL) eklenerek toplam hacim 20 pL’ye
tamamlanmistir. Tiipler cihaza yerlestirilerek 42°C’de 60 dakika, 70°C’de ise 5 dakika
tutulmustur. Elde edilen cDNA 6rnekleri ¢alisilincaya kadar -20°C’de stoklanmustir.

3.3.7.c. Real Time PCR uygulamalari

cDNA elde edildikten sonra ilgili genlerin kantitatif tayininde Real-time PCR
kullanilmistir. Bu amagla Quantitect SYBR Green kit kullanilarak tiretici firma
tarafindan Onerilen protokol dogrultusunda RT-PCR reaksiyonlar1 yapilmistir (PCR
dongiisti: 95°C 10 dakika, 40 dongii olacak sekilde (95°C 10 saniye, 52°C 15 saniye,
72°C 20 saniye ve 72°C 5 dakika). RT-PCR reaksiyonlari i¢in gene spesifik primerler
(Cizelge 3.1) SYBR Green ile isaretleme yapilarak gen ekspresyonu kantitatif olarak

belirlenmistir. Referans gen olarak aktin geni kullanilmistir.

Cizelge 3.1. RT-PCR i¢in kullanilacak spesifik primerler

- Forward Reverse

- ACGAAATGGACCGTTACAG TTCCCTCTCGATCATTTTGG
yv-TMT TGTTGACGCAATACCACCAC GCCATTGTCATCGGAGGAAC
AGCAACTGGGATGACATGGA GGGTTGAGAGGTGCCTCAGT
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3.3.8. Gen ekspresyonu hesaplamalari

Genlerin mRNA seviyeleri her bir drnek icin B-aktin ile standardize edilerek 244

matematiksel modeline gore hasaplanmistir (Livak 2001).

AACt: (Hedef Gen Ct —ﬁ‘aktln Ct)Muame|e - (Hedef Gen Ct —ﬁ'aktin Ct)Kontr0|

3.3.9. Hormonlarin ekstraksiyon, saflastirma ve analiz islemleri

3.3.9.a. Ekstraksiyon ve saflastirma islemleri

Ekstraksiyon ve saflagtirma islemleri Kuraishi et al. (1991) ve Battal ve Tileklioglu
(2001) metotlarina gore ve li¢ tekrarli olarak yapilmistir. Derin dondurucudan ¢ikarilan
kiicik parcalar halindeki 6rnekler sivi azot icerisinde bir havan yardimiyla toz haline
getirilmistir. Toz haline getirilen 6rnekler lizerine -40°C’de bekletilen %80’lik metanol
ilave edilerek (Davies 1995) 10 dk ultra doku pargalayicida (Ultrasonic Processor,
Jencons LTD.) homojenize edildikten sonra, +4°C’de ve karanlikta 24 saat homojenize
islemine devam edilmistir. Ornekler Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilmiis ve
siipernatant alindiktan sonra kalan parcalar tekrar ayni islemlere tabi tutulmus ve sonra
her iki siipernatant birlestirilmistir. Birlestirilen slipernatantlar tekrar 0,45 uml’lik PTFE
filtrelerinden (Cutting 1991) gecirilmis ve bir evaporator pompasi yardimiyla 35°C’de
kurutulmustur. Kurutulan ekstraktlar 0,1 M KH,PO, (pH 8) tamponunda tekrar
¢Oziilmiistiir. Coziinen ekstraktlarda bulunan yag asitlerini ayirmak i¢in 6rnekler 1 saat
4°C’de 5.000 rpm’de sanrifiij (Hermle Z 320 K) edilmistir (Palni et al. 1983).
Supernatant otomatik pipetle tiiplerden alinmis ve bir beher igerisine birakilmistir.
Fenolik bilesikleri ve renk maddelerini ayirmak i¢in (Chen 1991; Kovac and Zel 1994;
Qamaruddin 1996), her 6rnege ait 1 gramlik ¢6ziinmeyen Polivinilpolipirilidon (PVPP,
Sigma) hazirlanmis ve siipernatantin bulundugu beher igerisine birakilarak, iyice

karistirtlmistir (Money and Staden 1984; Hernandez-Minea 1991).
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PVPP (Polivinilpolipirolidon)’nin hazirlanmasi: 1 gram ¢6ziinmeyen PVPP bir beher
icerisine birakilmig ve {lizerine 30 mM asetik asit konarak silispansiyon seklinde iyice
kanstirildiktan sonra siiziilmiistiir. Tekrar ii¢ kat hacimdeki asetik asitle yikanip

siiziildiikten sonra kullanilmistir.

PVPP ile karistirilan stipernatant Whatman No:1 filtre kdgidindan siiziilerek PVPP’den
ayrilmigtir. Ekstrakt alinarak ya hemen kullanilmis ya da daha sonra kullanilmak {izere -
40°C’de saklanmistir (Cheikh and Jonmes 1994). Daha spesifik ayirma yapabilmek i¢in
Sep-Pak C18 (Waters) kartiijleri kullanilmigtir (Machackova et al. 1993). Kartiijler

kullanilmadan 6nce asagidaki agiklandigi sekilde sartlandirilmigtir.

3.3.9.b. Sartlandirma islemi

Kartiijler 6nce 5 ml %80’lik metanolden gegirildikten sonra, 5 ml saf suyla yikanmak
suretiyle kullanima hazirlanmistir.  Siipernatantlar (dondurulmussa ¢oziinmesi
beklendikten sonra) 5 mililitrelik siringalarla sartlandirilmis Sep-Pak C18 kartiijlerinden
(1 ml/dak) gecirilmistir.

Kartiijler tarafindan adsorbe edilen hormonlar %80’lik metanolde (1 g taze 6rnek i¢in 3
ml) ¢oziinmek suretiyle kiiciik siselere alinmustir. Kiiciik siselere alinan numuneler

HPLC analizleri i¢in kullanilmistir (Qamaruddin et al. 1996).

3.3.9.c. Hormonlarin analizi

Hormon analiz yonteminde Yiiksek Performanslh Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemi
kullanilmistir (Horgan and Kramers 1979; Koshimizo and Iwamura 1986; Morris et al.

1990). HPLC analizleri asagidaki sistemler kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.1).

Pompa: Arastirmamizda basinci 20.000 psi’ye kadar ¢ikabilen Waters marka (Waters
1525) pompa kullanilmistir (Robyt and White 1990).
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Dedektor: Calismamizda Waters marka ve 4020 model UV dedektorii kullanilmistir
(Roberts and Hooley 1988; Horgan 1988). Dedektoriin en uygun dalga boyunun ise 245
nm oldugu tespit edilmistir (Featonby-Smith and Van Staden 1984; Banowetz 1994).
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Sekil 3.5. Hormonlara ait HPLC kromatogrami

*Alikonma zamanlari: Ga 3.519 dk., Zeatin 6.404 dk. IAA 9.226 dk. ABA 26.594 dk. Kolon: Waters
Boundapak C18; Dedektor: UV Waters 2487 Dual A Absourbans Dedector; Dalga boyu 245 nm; Mobil
faz: %11°lik asetonitril (pH: 4,91); Akig hizi: 2.0 ml/dk

Kolon: Calismamizda Bondapak C18 (Waters; 30x0,2 cm) kolon kullanilmistir (Horgan
and Kramer 1979; Bremner 1981; Palni et al. 1983; Hernandez—Miana 1991; Chen
1991).

izokratik Sistem: Bu sistemde, sabit konsantrasyondaki mobil fazin dakikadaki akis
hiz1 ile beraber maddelerin kolonlardaki alikonma zamanina bagh olarak birbirlerinden

ayrilabilmesi temeline dayanmaktadir. Calismamizda izokratik sistem kullanilmigtir

(Turnbull and Hanke 1985; Taylor et al. 1990).

Kaydedici: (Integrator): Dedektoriin gonderdigi uyartilar Waters marka ve Breeze

Software tarafindan kaydedilmistir.
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Mobil Faz: Calismamizda %]11°lik asetonitril (HPLC’ye 6zgii, Merck) tampon olarak
40 mM trietil amonyum asetat (TEAA) ilave edilmis ve pH’s1 4,91°¢ ayarlanan mobil
faz kullanilmistir (Hansen et al. 1984; Soejima et al. 1992; Kovac and Zel 1994;
Chamberlain 1995).

TEAA’nin Hazirlanmasi: Belli bir miktarda trietilamilin (Merck) alinarak bir meziir
icerisine birakilmais, {izerine trietilamilin miktarindan biraz daha az olacak sekilde asetik
asit yavas yavas ilave edilmistir. Daha sonra elde edilen ¢6zelti buzdolabina birakilmig

soguduktan sonra kullanilmistir.

Degaze Islemi: Millipore marka vakum pompasi kullanilarak pH’s1 ayarlanan mobil

fazda olusan gazlar uzaklastirilmistir.

3.3.10. Glukoz, fruktoz, maltoz ve siikroz miktarinin belirlenmesi

0,5 gr kuru yaprak 6rnegi santrifiij tiipiine konulup, 5ml petrol eterinde yikandiktan
sonra %80’lik etanolde ekstre edilmistir. Ekstre {izerine HPLC-grade su eklendikten
sonra 65°C’de alkol ugurulmus ve sekerler ¢oziilmiistiir. Soliisyonu dekolarize etmek
icin ¢ozeltiye komiir eklenmis ve karistirllmistir. Cozelti 3000 rpm’de 5 dakika santrifiyj

edildikten sonra supernatant alinarak HPLC’de analiz edilmistir.

3.3.11. Organik asit miktarlarinn belirlenmesi

Organik asitlerin analitik Olglimiinde 0,5 gr yaprak Ornek alinarak 10 ml saf su
icerisinde homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler 0,45 ul’lik filtrelerden
gecirilerek viallere aktarilmig, viallere aktarilan 6rnekler, mobil faz olarak 1ml/dk akis

hizinda potasyum dihidrojen fosfatin HPLC’de yiiriitiilmesi ile belirlenmistir.
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3.3.12. Amino asit miktarimn belirlenmesi

Marul yapraklarinin serbest amino asit kompozisyonunun belirlenmesinde Aristoy and
Toldra (1991) ve Antoine et al. (2002) tarafindan kullanilan yontemler (HPLC y6ntemi)
esas almmistir. Orneklerin serbest amino asit kompozisyonunun belirlenmesinde tek
dedektorlii (UV) ve Zorbax Eclipse-AAA 4.6 x 150 mm, 3,5 um (Agilent PN 963400-
902) kolonlu Agilent 1200 model HPLC kullanilmigtir. Amino asitler i¢in tiirevlendirme
reagenti olarak OPA (ortho-phthalaldehyde) ile FMOC (9- fluorenylmethyl
chloroformate), tampon ¢6zelti olarak ise 0,4 N Borate (Agilent PN 5061-3339) (pH’s1
10,2) kullanilmistir. Kromotografi sisteminde mobil faz olarak; mobil faz A: 40 mM
NaH2P04 (pH 7,8) ve mobil faz B: Asetonitril (ACN): Metanol (MeOH) : Su /45:45:10
v/v/v gozeltileri yuritiilmustir. Sistemde yiiriitilen mobil faz akis oran1 2 ml/dk ve
kolon sicakligi 40°C’dir. UV dedektdrde; Sistin, Valin, Hidroksiprolin, Aspartik asit,
Glutamik asit, Asparagin, Serin, Glutamin, Histidin, Glisin, Tionin, Arginin, Alanin,
Tirosin, Metionin, Triptofan, Fenilalanin, 1zolosin, Losin, Lisin, Prolin amino asitleri

belirlenmistir.

3.3.13. istatistiksel analiz

Sonuglar, her bir uygulamadan ii¢ 6rnek (3 paralel) ve her bir 6rnekten 3 tekerriir
yapildiktan sonra elde edilen 9 degerin ortalamasidir. Sonuglarin hesaplamasinda, SPSS
20.0 paket programi kullanilmis ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilmustir.
Istatistik anlamlar, p<0.05 hata seviyesinde Duncan’mn Coklu Karsilastirma Testi

kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Arastirmamizda tuzluluga toleransi fazla olmayan marul (Lactuca sativa L.)
kullanilmistir.  Marul ~ tohumlarn1  iklim  kabininde @ 30  gin  boyunca
cimlendirilip/yetistirildikten sonra yapraklara 2 farkli konsantrasyonda SNP (SNP
[=50uM ve SNP [I=100 uM) puiskiirtiilmiistiir. Uygulamadan 48 saat sonra ise saksilara
2 farkli konsantrasyonda NaCl (Tuz I=50mM ve Tuz 11=150 mM) ilave edilmistir.
Uygulmadan 7 gilin sonra gen¢ ve saglam olan yapraklar alinarak fizyolojik,

biyokimyasal ve molekiiler analizler yapilmistir.

Kontrol grubu bitkiler ile 50-150 mM NaCl stresine maruz kalan bitkiler
karsilastirildiginda, tuzun marul fidelerinin biliylimesinde gerileme, yapraklarda
sararmaya ve epinastik hareketlere neden oldugu gozlenmistir (Sekil 3.1). Buna karsin
SNP ile 6n islem uygulandiktan sonra tuz stresine maruz kalan bitkilerde tuza karsi
toleransin arttig1 ve yalniz tuz uygulanan gruplara oranla biiyiimenin daha fazla oldugu,

yapraklardaki sararmanin azaldigi gorilmiistiir.

4.1. Malondialdehit (MDA) ve Hidrojen Peroksit (H,O,) Miktar:

MDA, oksidatif stres sonucu olusan lipid peroksidasyonu gostermek i¢in kullanilir.
Marul yapraklaria farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun yapraklardaki
MDA igerigi lizerine etkisi Sekil 4.1°de verilmistir. Kontrol ile mukayese edildiginde
yalniz SNP uygulanan marul yapraklarinda MDA miktar1 énemli oranda azalmigtir
(p<0,05). Marul yapraklarina uygulanan 150 mM NaCl ise MDA miktarininda énemli
Olclide artisa yol agmistir. Tuz ile birlikte SNP (6zellikle SNP II) uygulanmasi marul

yapraklarindaki MDA igerigini dnemli oranda azalmistir.

Marul yapraklarindaki H,O, konsantrasyonu hem tuz uygulamalarindan hem de SNP
uygulamalarindan 6nemli Olclide etkilenmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda bir nitrik

oksit doniirii olan SNP marul yapraklarindaki H,O, miktarin1 6nemli 6l¢iide azaltmistir
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(Sekil 4.2). Yalmiz tuz uygulanan yapraklarda H,O, miktari kontrole gore oldukca
artmistir. Yalniz tuz uygulanan gruplar ile kiyaslandigi zaman, tuz uygulamasindan 48
saat once yapraklara uygulanan SNP H,0, miktarin1 6nemli oranda azalmistir (Sekil

4.2).

[

MDA nmolg-'FW
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
MDA igerigi lizerine etkisi
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
H,0; konsantrasyonu tizerine etkisi

4.2. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

SOD enzim aktivitesi hem yapraklara uygulanan SNP hem de SNP+NaCl
uygulamasindan 6nemli derecede etkilenmistir (Sekil 4.3). Yapraklara uygulanan 50
uM ve 100 uM SNP SOD enzim aktivitesini kontrole gore artirmistir. Yine saksilara tek
basina uygulanan NaCl kontrole gore bu enzimin aktivitesinde artisa yol agmistir. Marul
yapraklarina SNP uygulandiktan 48 saat sonra uygulanan tuz ise SOD aktivitesini
kontrole gore 6nemli oranda artirmistir (p<0.05). Kontrol igin dlgiilen SOD aktivitesi
94,40 EU g* iken, SNP I+Tuz II i¢in bu deger 181,94 EU g™, SNP II+Tuz II icin
250,35 EU g'1 olarak oOl¢lilmiistiir.
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
SOD enzim aktivitesi lizerine etkisi

Kontrol ile mukayese edildiginde katalaz enzim aktivitesi hem yapraklara uygulanan
SNP hem de sakstya uygulanan NaCl ile birlikte artmustir (Sekil 4.4). Ote yandan yalniz
SNP uygulanan ve yalmiz NaCl uygulanan yapraklarda katalaz enzim aktivitesi
bakimindan fark ortaya ¢ikmamistir (p<0.05). Tuz ve SNP birlikte uygulandiginda ise
yapraklardaki katalaz aktivitesi hem kontrole goére hem de bu maddelerin tek tek
uygulanmalarima gére dnemli dlciide artis gdstermistir. Ornegin yalniz Tuz II uygulanan
yapraklarda katalaz enzim aktivitesi 312,78 EU g™ olarak $lgiilmiisken SNP 11+Tuz II
uygulamasinda bu enzimin aktivitesinde yaklasik %98’luk bir artis kaydedilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
CAT enzim aktivitesi ilizerine etkisi

Marul yapraklarinda peroksidaz enzim aktivitesi SNP uygulamasi ile birlikte dnemli
oranda artmistir (Sekil 4.5). Kontrol ile kiyaslandiginda tuz uygulamasi peroksidaz
aktivitesinde artisa neden olmustur. Ote yandan yalmz SNP uygulanan marul
yapraklarindaki peroksidaz aktivitesi, yalniz tuz uygulanan yapraklardan daha yiiksek
olarak Olgiilmiistir. Tuz ile birlikte yapraklara uygulanan SNP peroksidaz enzim
aktivitesini kontrole oranla 6nemli ol¢iide artirmistir. Kontrol yapraklarinda peroksidaz
aktivitesi 52,58 EU g™ olarak 6lgiilmiis iken, SNP [+Tuz I uygulanan yapraklarda bu
enzimin aktivitesi 76,25 EU g™, SNP 11+Tuz Il uygulanan yapraklarda 105,93 EU g™

Olgtilmiistiir.

Askorbat peroksidaz aktivitesi kontrole gore biitiin uygulama gruplarinda artig
gostermistir  (Sekil 4.6). Tuz uygulamast hem kontrole hem de yalmz SNP
uygulamasina gore bu enzimin aktivitesini 6nemli oranda artirmistir (p<0.05). Yine
fidelere birlikte uygulanan tuz ve SNP, APX aktivitesinde dnemli artisa neden olmustur.
Kontrol ile kiyaslandiginda SNP II+Tuz I APX aktivitesinde 4 kat bir artis meydana

getirmigtir.
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
POD enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
APX enzim aktivitesi lizerine etkisi
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4.3. Antioksidan Kapasite ve Toplam Fenolik Madde i¢erigi

SNP ve tuz uygulamasindan 7 giin sonra marul yapraklarinda olgiilen antioksidan
kapasite ve toplam fenolik madde igerigi Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de sunulmustur. Kontrol
ile kiyaslandiginda hem antioksidan kapasite hem de toplam fenolik madde icerigi SNP,
NaCl ve SNP+NaCl uygulamalarinda artis gostermistir. SNP ve NaCl’nin birlikte
uygulanmasi, bu maddelerin tek tek uygulanmasindan daha fazla antioksidan kapasiteyi
ve toplam fenolik madde miktarin1 artirmistir. Kontrolde 6l¢iilen antioksidan kapasite
1,58 pmol TE g'1 FW iken, SNP [I+Tuz II uygulamasinda antioksidan kapasite 2,61 TE
g* FW olarak 6lciilmiistiir. Yine kontrol grubunda toplam fenolik madde miktar1 1,83
mgGA g™ FW olarak belirlenmis iken SNP II+Tuz II uygulanan marul yapraklarinda
toplam fenolik madde miktar1 2,64 mgGA g'1 FW olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
toplam fenolik madde igerigi iizerine etkisi
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
toplam antioksidan kapasite iizerine etkisi

4.4, Marul Yapraklarina Ait Dokulardan Elde Edilen RNA’lara Ait
Konsantrasyon ve 260/280 Oranlar:

Izole edilen total RNA’larin safligi 260 ve 280 nm’de &lgiilen absorbanslarin oraniyla
(A260/A280) belirlenebilmektedir. Absorbanslarin oranlar1 ekstriksiyon katsayis1 ve
bazlarin dogasina bagl olarak degisiklik gostermektedir. Saf bir RNA’nin 260/280
orani 2,0’a yakindir. Calismada nanodrop spektrofotometre ile 6lgiilen A260/A280’nin
2,0’a yakin olmast RNA izolasyonunun basarili oldugu anlamina gelmektedir.
RNA’lara ait konsantrasyonlar cDNA Kkiitliphanesine koyulmasi gereken uygun total
RNA’y1 igermektedir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. RNA konsantrasyon ve 260/280 oranlar1

Konsantrasyon 260/280
R
Kontrol 176,462 1,953
SNP | 807,077 1,930
SNP 11 332,077 2,076
TUZ | 624,231 1,895
TUZ 11 71,538 1,989
SNP I-TUZ | 178,385 1,985
SNP I-TUZ I 160,077 1,946
SNP Il -TUZ | 206,692 1,981
SNP II -TUZ Il 320,115 2,029

Arastirma kapsaminda PAL ve y-TMT miktarinin belirlenmesinde Rotorgene 3000
Real-time PCR kullanilarak amplifikasyon goriintiileri elde edilmistir. Olusan piklerin
treshold ¢izgisini kestigi yerler ilk anlamli artigin oldugu nokta olup pikler yukar: ¢ikip
40. dongliden sonra tekrar paralel bir diizlemde birlesmistir (Sekil 4.9). Genlere ait
etkinlik oran1 Sekil 4.10°da verilmistir. Real-time PCR’da amplifiye edilen DNA’nin

kopya sayilar1 primer etkinlik oranina bagli olarak degismektedir.
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Sekil 4.10. Ornek primer etkinligi grafigi

4.5. PAL ve y-TMT mRNA Seviyesi

Tuz stresine marul fidelerinin yanit olusturmasinda fenolik maddelerin ve a-tokoferoliin
biyosentezinde yer alan PAL ve y-TMT genlerinin ifadesini 6lgmek i¢in kantitatif Real-
time PCR analizleri yapilmistir. Analiz sonuglarina gére tuz uygulanan gruplarda PAL
ve y-TMT mRNA seviyelerinde kontrole goére Onemli oranda artis belirlenmistir

(p<0.05) (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Marul yapraklarina tek basina uygulanan SNP
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kontrole kiyasla bu iki genin mRNA seviyesinde 6nemli bir degisime neden olmamastir.
Ancak tek basma tuz uygulamasi ile kiyaslandiginda tuz ile birlikte yapraklara
uygulanan SNP hem PAL hem de y-TMT mRNA seviyesinde artisa yol agmustir.

35 +

(-Alktine bagh PAL mRNA sevivesi

Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarina ait
dokulardaki PAL mRNA seviyesi iizerine etkisi
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarina ait
dokulardaki y-TMT mRNA seviyesi tizerine etkisi

4.6. Baz1 Bitkisel Hormonlarin Miktari

Tuz uygulamasindan 7 giin sonra hasat edilen marul yapraklarinda bitki hormonlarindan
absisik asit, indol asetik asit, gibberellik asit ve salisilik asit miktar1 ol¢iilmistiir. Sekil
4.13’da marul yapraklarinda SNP ve tuz uygulamasia bagli olarak ABA miktarinda
goriilen degisim verilmistir. 7 giin tuz stresine maruz kalan marul yapraklarinda ABA
konsantrasyonu kontrole gére 6nemli oranda artmistir (p<0.05). Ote yandan yapraklara
tek bagina uygulanan SNP (Ozellikle 100 pM) ABA miktarimi kontrole gore dnemli
Olclide diisiirmiistiir (p<<0.05). Tek basina tuz uygulamasi ile karsilastirildiginda tuz
uygulamas1 Oncesi marul yapraklarina uygulanan SNP’nin ABA konsantrasyonunu
diistirdiigii belirlenmistir (Sekil 4.13). Kontrol ile kiyaslandiginda SNP+Tuz uygulanan
yapraklarda ABA seviyesi daha yiiksek bulunmustur (SNP II+Tuz I harig).
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
ABA miktari iizerine etkisi

Marul yapraklarindaki gibberellik asit miktar1 tuz uygulamasi ile birlikte diigmistiir
(Sekil 4.14). Kontrolde 46,20 ng/ul olarak dl¢iilen GA miktar1 150 mM tuz uygulamasi
ile 39,18 ng/ul’ye diismiistiir. Yapraklara tek basina uygulanan SNP yapraklardaki GA
konsantrasyonunu artirmistir. Yine tuz uygulamasi 6ncesi yapraklara uygulanan SNP bu
hormonun seviyesinde artisa neden olmustur. 150 mM NaCl uygulamasi ile diisen GA

miktar1 100 uM SNP+150 mM tuz uygulama grubunda 54,31’e ¢ikmuigtir.
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Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
GA miktar tizerine etkisi

IAA miktar 6zellikle 100 uM SNP ve 150 mM NaCl uygulamalarindan etkilenmistir.
GA gibi TIAA miktar1 da 150 mM NaCl uygulamasina bagl olarak 6nemli 6l¢iide
azalmistir (Sekil 4.15). Kontrol ile kiyaslandiginda 100 uM SNP uygulanan marul
yapraklarindaki TAA miktar1 6nemli oranda artmustir (p<0.05). Tuz uygulamasindan
once yapraklara uygulanan SNP, yalniz tuz uygulanan gruplara gére IAA miktarini

artirmigtir.
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
IAA miktari iizerine etkisi

Kontrol ile kiyaslandiginda tuz konsantrasyonundaki artisa bagli olarak marul
yapraklarindaki salisilik asit seviyesi onemli oranda azalmistir. Yine kontrol ile
kiyaslandiginda yapraklara uygulanan SNP’nin SA miktarinda 6nemli oranda artisa
neden oldugu belirlenmistir (p<0.05). Yalniz tuz uygulamasi ile karsilastirildiginda
SNP+Tuz uygulamasi yapraklarda SA konsantrasyonunu artirmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki
SA miktari iizerine etkisi

4.7. Coziinebilir Seker ve Organik Asit Miktarlar

Marul fidelerine uygulanan SNP, tuz ve SNP+tuz konsantrasyonuna bagli olarak
yapraklarda Olgiilen ¢oziinebilir seker igerikleri Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de verilmistir.
Kontrol ile mukayese edildiginde yapraklara uygulanan SNP siikroz ve onun onciilleri
glukoz ve fruktoz miktarinda azalmaya neden olmustur. Yine maltoz miktarida SNP
konsantrasyonuna bagli olarak azalmistir. Marul fidelerine uygulanan tuz ¢oziinebilir
sekerlerin konsantrasyonlarinda 6nemli oranda artisa neden olmustur. Yalniz tuz
uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda SNP+tuz uygulanan gruplarda ¢oziinebilir seker

konsantrasyonlar1 azalmistir.

Laktik asit, sliksinik asit, malonik asit, biitirik asit ve sitrik asit marul yapraklarinda
yiiksek konsantrasyonda bulunan 6nemli organik asitlerdir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).
Bu organik asitlerin konsatrasyonlar1 SNP, NaCl ve SNP+NaCl uygulamalarinda

kontrole kiyasla artmistir. Ancak bu artis SNP ya da tuzun konsantrasyon artigina bagh
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degildir. Kontrole kiyasla diger organik asitlerin de konsantrasyonlarinda uygulanan

SNP veya tuza bagh olarak artis kaydedilmistir.

konsantrasyonundaki artis da doza bagli degildir.

Ancak bu organik asitlerin
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Sekil 4.17. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki

siikroz ve glukoz miktari tizerine etkisi
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Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki

fruktoz ve maltoz miktar1 lizerine etkisi
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Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP tuzun marul yapraklarindaki organik asit miktari {izerine etkisi
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Sekil 4.20. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki organik asit miktar1 {izerine etkisi
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4.8. Amino Asit Miktarlar:

Marul yapraklarinda en fazla bulunan amino asitler serin, asparagin, arginin, glutamin,
alanin, treonin olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3). Kontrol ile
kiyaslandiginda bu amino asitlerin konsantrasyonlari yalniz SNP uygulamasi ile
diismiis, yalmiz tuz ve SNP+tuz uygulamalari ile yiikselmistir. Diger amino asitler
uygulamalardan farkli derecelerde etkilenmistir. Ancak amino asitlerin miktarindaki

art1s ya da azalis uygulanan SNP veya tuz konsantrasyonu ile paralellik gostermemistir.



Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki ¢oziinebilir amino asit miktari lizerine etkisi

0,39f
294,87 %
461,41 “
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Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan SNP ve tuzun marul yapraklarindaki ¢oziinebilir amino asit miktari lizerine etkisi

pmol/pl Kontrol SNP | SNP 11 TUZ | TUZ I SNP I+ SNP I+ SNP 11+ SNP 11+
TUZ I TUZ I TUZ I TUZII

Lizin
Losin
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5. TARTISMA ve SONUC

Tuzluluk bitkilerde iiriin verimliligini etkileyen en dnemli abiyotik streslerden biridir.
Diger abiyotik faktorlerin aksine, tuzluluk stresi ozmotik stres, belirli iyon etkisi, besin
eksikligini de i¢eren karmasik bir olgudur. Tuzluluk stresi bitki biiyiime ve gelisimi ile
ilgili cesitli fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar1 etkilemektedir.
Bitkiler tuzluluk stresinin zararli etkileri ile basa c¢ikmak igin g¢esitli savunma

mekanizmalar1 gelistirmislerdir.

Cesitli fizyolojik fonksiyonlari ile bir sinyal molekiil olarak hareket eden nitrik oksit
biyoaktif lipofilik serbest radikaldir. Nitrik oksitin ¢imlenmeden baslayip, ¢igeklenme
sonu, meyve olgunlagsmasi ve organ senesensine kadar gegen vejetasyon siiresi boyunca
bitki gelisimi ve biiylimesinde rol aldigi bilinmektedir (Floryszak-Wieczorek et al.
2006). Hem biyotik hem de abiyotik cevresel stres kosullari altinda bitkinin ¢esitli
organlarindaki nitrik oksit seviyesinin yiikseldigi tespit edilmistir (Wilson et al. 2008;
Palavan-Unsal and Arisan 2009). Yine son yillarda yapilan ¢ok sayida arastirmada bir
nitrik oksit dondrii olan SNP’nin bitkilerde g¢evresel stresin neden oldugu hasarin
iyilestirilmesinde rol aldig1 rapor edilmistir (Siddiqui et al. 2011). Bu tezde tuz stresinin
marul fidelerinde olusturdugu fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimler ve tuz
stresine toleransta eksojen SNP’nin rolii arastirilmistir. Tuz stresi altinda marul
fidelerinin biiylimesinin yavagladigi, yapraklara uygulanan SNP’nin bu yavaglamay1

azalttig1 belirlenmistir.

Diger abiyotik stresler gibi tuz stresi de ROT tiretimini artirarak oksidatif strese neden
olmaktadir. ROT, membranlarda tuzun neden oldugu hasarin bir gostergesi olarak MDA
birikimini artirmaktadir. Reaktif oksijen tiirevlerinin neden oldugu membran
lipidlerindeki peroksidasyonun hiicresel seviyede stresin neden oldugu hasar1 yansittigi
iyl bilinmektedir. Bu ylizden stresin neden oldugu hasarin degerlendirilmesinin bir
kriteri olarak MDA konsantrasyonunun olgiimii yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir.
Diisiik miktarda bitkilere uygulanan SNP’nin koruyucu rolii, ROT’un eleminasyonu

tizerine etkisi ile iliskili olabileceginden mevcut arastirmamizda H,O, ve MDA 6l¢iimii
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yapilmustir. Elde edilen bulgulara gore tuz stresi altindaki marul yapraklarinda H,O, ve
MDA miktar1 kontrole gére artmistir. Ote yandan yapraklara uygulanan SNP hem H,0;
hem de MDA konsantrasyonunu diislirmiistiir. Yine yapraklara tuz uygulamasindan 48
saat once uygulanan SNP’nin yalmiz tuz uygulanan fide yapraklarma gore H,O, ve
MDA igerigini azalttig1 belirlenmistir. Tuz stresi altindaki fidelerde SNP’nin radikal
siiptirmede onemli bir rol oynadigt ve ROT tarafindan olusturulan lipid
peroksidasyonun birikimini Onledigi sdylenebilir. Nitrik oksit siiperoksit radikalini
direkt olarak detoksifiye edebilir veya bir sinyal molekiil olarak hiicresel antioksidan
sistemi aktive edebilir. Bitki fidelerinde ve tohumlarda koruyucu antioksidan olarak
nitrik oksitin rolii pamuk fidelerinde tespit edilmistir (Liu et al. 2014). Benzer sekilde
eksojen nitrik oksitin oksidatif stres iizerine etkisi tuz stresi altindaki salatalik ve hardal
fidelerinde de gosterilmistir (Wang et al. 2007; Zeng et al. 2011; Shi et al. 2012; Dong
et al. 2014).

Hiicresel hasart onlemek ve reaktif oksijen tiirevlerini detoksifiye etmek igin,
antioksidan enzimler ve antioksidan bilesiklerden olusan antioksidan savunma sistemi
arasinda bir denge kurulmasi gerekir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda hem tuz
uygulanan yapraklarda hem de tuz ile birlikte SNP uygulanan yapraklarda antioksidan
enzim (APX, SOD, CAT ve POD) aktiviteleri artmistir. Yalmiz tuz uygulanan
yapraklara gore, SNP ile birlikte tuz uygulanan yapraklarda bu enzimlerin aktiviteleri
daha fazla artis gostermistir. Oksidatif hasarin etkilerinin azaltilmasinda SOD ve diger
antioksidan enzimlerin birlikte hareketi dnemlidir. SOD oksidatif stres altinda artan
stiper oksit radikalinin H,O, ve O;’ye donisiimiinii katalizler. Bitkilerde H,0,’yi
stiptiren enzimler ise APX, CAT ve POD’dir. Caligmamizda elde edilen bulgulara gore
marul yapraklarina uygulanan tuz, H,O, olusumunu arttirmistir. Yapraklara tuz ile
birlikte verilen SNP, H,0, konsantrasyonunu diistirmiistiir. SNP marul yapraklarinda
APX, CAT ve POD aktivitelerinde artisa neden olarak H,O, miktarin1 azaltmistir. Misir
yapraklarina uygulanan nitrik oksitin APX, CAT aktivitesini arttirdigi Zhang et al.
(2007) tarafindan rapor edilmistir. Tanou et al. (2009) limon yapraklarina uygulanan
SNP ve SNP+NaCl nin yapraklardaki APX, CAT, POD ve GR aktivitesini arttirdigini
belirtmislerdir. Dong et al. (2013) tuz stresinin pamuk fidelerinde SOD aktivitesini
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onemli miktarda artirdigini, tuz uygulamadan once yapraklara uygulanan SNP’nin bu
enzimin aktivitesini daha da fazla arttirdigim1 belirlemistir. Zeng et al. (2011) tuz
stresinin hardal yapraklarinda SOD, POD ve APX aktivitesini arttirdigini, bitkiye
disaridan uygulanan SNP’nin tuz ile birlikte bu enzimlerin aktivitelerini daha fazla
artirdigin1 rapor etmislerdir. Arpa fidelerine tek basina uygulanan 50 pM SNP ve 50
mM NaCl’nin yapraklarindaki SOD, APX ve CAT aktivitesi kontrole gore Onemli
oranda artirdigi, 50 mM NaCI+50 uM SNP nin bu enzimlerin aktivitelerini daha da
yiikselttigi Li et al. (2008) tarafindan bildirilmistir.

Fenolik bilesikler o6zellikle singlet oksijeni temizlemek icin potansiyel antioksidan
metabolit gibi hareket ederek bitki korumasinda onemli rol oynarlar. Bitkilerdeki
fenolik bilesiklerin miktar1 bitki tiirlinlin tuzluluga hassasiyetine bagli olarak onemli
Olglide degismektedir. Bizim bulgularimiza gore de marul yapraklarma tek basina
uygulanan SNP toplam fenolik madde konsantrasyonu ve toplam antioksidan kapasiteyi
artirmistir. Gen¢ marul fideleri fenolik bilesikler ve antioksidanlar bakimindan
zengindir (Oh et al. 2009). Ancak toplam fenolik bilesikler ve antioksidan kapasite
hasat zamaninda oldukg¢a hizli bir bicimde diismektedir. Cesitli biyotik ve abiyotik stres
kosullar1 altinda geng¢ fidelerde antioksidanlarin ve sekonder metabolitlerin birikimi
bitkinin zorlu kosullara adaptasyonuna yardim eder. Ote yandan fenolik bilesikler ve
antosiyaninler gibi baz1 sekonder metabolitler bitki dokularindaki antioksidan kapasiteyi
oldukc¢a etkilemektedirler. Marul yapraklari tuz stresine maruz kaldiklarinda toplam
fenolik madde konsantrasyonu ve buna paralel olarak da antioksidan kapasite artmistir.
Yine yapraklara tuz uygulamasindan 48 saat dnce uygulanan SNP toplam fenolik madde
ve antioksidan kapasiteyi daha fazla arttirmistir. Soguk, yiiksek 151k, sicak soku gibi
cesitli stres faktorleri altinda marul yapraklarinda fenolik madde miktar1 ve antioksidan
kapasite artig1 rapor edilmistir (Oh et al. 2010, 2011). Tuz stresi altinda farkl bitkilerde
toplam fenolik madde ve antioksidan kapasitede artis oldugu da belirtilmistir (Akram et
al. 2010; Neocleous et al. 2013).

Cesitli abiyotik stres kosullarinda bitkiler bir savunma mekanizmasi olarak fenolik

bilesiklerin birikimini ve antioksidan kapasitelerini artirirlar. Yine ¢esitli abiyotik stres
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faktorleri fenilpropanoidlerin sentez yolunda yer alan ve bitkilerde fenolik maddelerin
birikimine yol agan PAL ve antioksidanlarin biyosentezinde yer alan y-TMT genlerini
aktive etmektedir. Bizim calismamizda oldugu gibi, benzer bi¢imde ¢ok sayida Ki
calismada da stres kosullarina maruz kalan bitkilerde katalaz ve siiperoksit dismutaz
gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 belirlenmistir. Yine elde ettigimiz
bulgulara benzer bigimde (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12) bir¢ok ¢alismada kuraklik, UV, tuz,
diisiik sicaklik gibi stres faktorleri ile iliskili olarak fenilpropanoidlerin de iginde
bulundugu antioksidanlarin birikimine neden olan metabolik yollarin ve sekonder
metabolitlerin aktivasyonu ile ilgili genlerin (PAL ve y-TMT) ifadelerinde artis oldugu
rapor edilmistir (Oh et al. 2009, 2010).

Yapilan kantitatif PCR analiz sonuglarina gére marul yapraklarindaki PAL ve y-TMT
genlerinin ifadesi, kontrol ile kiyaslandiginda tuz ve SNP+tuz gruplarinda onemli
oranda artmistir. Tuz ve tuz ile birlikte yapraklara uygulanan SNP fitokimyasallarin
biyosentezinde yer alan anahtar genleri aktive etmistir. Oh et al. (2009, 2010, 2011),
soguk, sicak, kuraklik gibi abiyotik stres faktorlerinin marulda antioksidan kapasite,
fenolik bilesiklerin miktari, PAL ve y-TMT genlerinin ifadesini artirdigini rapor
etmistir. Yusuf et al. (2010) 100-200 mM tuz stresi altinda Brassica juncea bitkisinde y-
TMT gen ifadesinin arttigini bildirmistir. Calismamizdan elde edilen sonuclara gore
marulda tuz stresine karsi artirilan antioksidanlarin ve fitokimyasallarin birikimi hem
genetik hem de biyosentetik yollarin fizyolojik ve biyokimyasal olarak kontrol altinda

oldugu sdylenebilir.

Abiyotik stres faktorleri bitki biiylime hormonlarimin miktarinda degisime ve bitki
bliylimesinde yavaslamaya neden olmaktadir (Morgan 1990). Bitki hormonlari,
bitkilerde stres kontrol mekanizmasmin tamamlayici bir pargasini olusturmaktadir
(Zeevaart and Creelman 1988; Parthier 1991). Bitki biiyiime hormonlari bitkilerin strese
cevaplarmin diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir. Ozellikle absisik asit (ABA) ve
jasmonik asit (JA) tuz stresi altinda bitkinin strese cevabini artirmak ya da baskilamak
yoluyla stresin diizenleyicisi olarak hareket edebilirler. Tuz stresine cevap olarak

bitkilerde salisilik asit ve indol asetik asit miktariin azaldigi buna karsin ABA ve JA
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miktarmin artig1 iyi bilinmektedir (Wang et al. 2001; Kim et al. 2009). ABA, strese
tolerans igin gerekli ve yiiksek tuzluluk, kuraklik gibi abiyotik streslere bitkinin
cevabinda yer alan bir hormondur. Calismamizda marul yapraklarindaki ABA miktar1
tuz stresi ile birlikte artmistir. Yapraklara uygulanan nitrik oksit ABA miktarini
disiirmiistiir. Tuz stresi altinda ABA birikimi reaktif oksijen tiirevlerinin {iretimini
artirmig; uygulanan SNP antioksidan savunma sistemini harekete gegirerek ABA

birikimini ve ROT olusumunu inhibe etmistir.

Gibberellinler (GA) ve indol asetik asit (IAA) bitki gelisimini, biiylimesini, govde
uzamasini, ¢igeklenmeyi ve yaprak gelisimini kontrol eden fitohormonlardir. Tuz stresi
altinda genellikle bitki biiylimesi yavaslamaktadir. Bitki biiylimesindeki bu yavaslama
hormonal dengedeki bozulma ve GA ve IAA konsantrasyonundaki diisiisle iliskilidir.
Calismamizda tuz stresi altinda GA ve IAA konsantrasyonu diismiistiir. Ote yandan tuz
ile birlikte uygulanan SNP bu hormonlarin miktarini artirmistir. SNP bitki biiyiime ve
gelismesini diizenleyici 6zellige sahiptir ve bu yiizden bu hormonlarin miktarinda artiga
neden olmustur. Tuz stresi altinda GA ve IAA miktarinda diisis Iris hexagona
bitkisinde Wang et al. (2001) ve soya fasiilyesinde Hamayun et al. (2010) tarafindan da

rapor edilmistir.

Salisilik asit (SA) birgok biyotik (viriisler, bakteriler ve mantarlar) ve abiyotik (sicak,
soguk, kuraklik) strese kars1 bitki toleransini arttirmaktadir. Salisilik asit strese tolerans
mekanizmalart ile iligkili biyokimyasal yollarin aktivasyonunda diizenleyici role
sahiptir (Sticher et al. 1997). Calismamizda tuz stresi altinda SA miktarinin azaldigi,
marul yapraklarina SNP uygulamasinin SA miktarmi artirdigi1  belirlenmistir.
Bulgularimiza paralel olarak Wang et al. (2001) ve Hamayun et al. (2010) tuz stresi

altinda bitkilerde SA konsantrasyonunun diistiigiinii belirlemislerdir.

Coziinebilir sekerlerin osmoprotektan olarak, turgorun devamliligini saglayarak ve
hiicre membranlarini stabilize ederek bitki metabolizmasinda esansiyel rol oynadigi
bilinmektedir. Savunma, depolama fonksiyonlar1 ve metabolik siire¢lerde yer alan

genlerin ifadesini dogrudan veya dolayli diizenleyebilen ve ozmotik ayarlama i¢in katki
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yapan ¢oziinebilir seker konsantrasyonu ve seker metabolizmasi tuzluluga maruz kalmis
bitkilerde degismektedir (Dubey 1997; Hayashi et al. 1997; Hebers and Sannevald
1998). Stoop and Pharr (1994), olumsuz ¢evre kosullar altinda bazal metabolizmanin
siirdiiriilmesi i¢in karbon talebindeki diisiisten dolay1 siikroz, glukoz ve fruktoz
seviyelerinin arttigini belirtmislerdir. Kontrol ile kiyaslandiginda yapraklara uygulanan
SNP c¢oziinebilir sekerlerin (glikoz, fruktoz, siikroz ve maltoz) miktarin1 diislirmiistiir.
Ote yandan tuz stresi altinda yapraklarda ¢dziinebilir seker konsantrasyonlar kontrole
gore onemli Ol¢iide artmistir. Tuz uygulamasindan 48 saat dnce yapraklara uygulanan
SNP, yalniz tuz uygulanan yapraklara gore c¢oziinebilir seker konsantrasyonlarini
disiirmiistiir. Cesitli abiyotik stres kosullar1 altinda ¢6ziinebilir seker birikimi, vakuoller
ve hiicrenin dis ortami ile sitozoliin osmotik giiciinii dengeleyerek bitki hiicrelerini
korumaktadir (Gadallah 1999; Zhang et al. 2013). Buna ilaveten ¢oziinebilir sekerler ve
diger sitozolik ozmotik maddeler, makro molekiillerin yapisim1 ve fonksiyonunu
stabilize etmek i¢in, enzimler gibi hiicresel makro molekiillerle etkilesime girebilir.
Coziinebilir seker miktarindaki artis kismen antioksidan enzim aktivitelerinin
devamliligini da saglamaktadir. Sonuglarimiza paralel olarak tuz stresi altindaki Cassia
obtusifolia yapraklarinda ¢oziinebilir seker konsantrasyonunun arttigi Zhang et al.
(2013) tarafindan bildirilmistir.

Organik asitler bitki hiicrelerinin temel bilesenlerinden biridir ve metabolizmada temel
metabolik yollarda gérev alirlar. Ornegin siiksinik asit, fumarik asit, malik asit ve sitrik
asit krebs dongiisii gibi hiicrede enerji iireten temel metabolik yollarda yer alirlar. Yine
malik asit, okzalik asit gibi baz1 organik asitler ise hiicrelerde detoksifikasyon
proseslerinde gorev alirlar. Organik asitler bitkinin farkli dokularinda farkli tip stres
kosullarinda farkli rol oynayabilirler. Bu nedenle ¢alismamizda SNP ve tuzun marul
yapraklarindaki organik asitler iizerine etkisini de arastirdik. Elde edilen bulgulara gore,
kontrol ile kiyasladiginda tuz uygulanan marul fidelerinin yapraklarinda malonik asit
haric organik asit miktarlar1 artmistir. Yine yapraklara tek basina uygulanan SNP
organik asit miktarlarinda artisa neden olurken, SNP ile birlikte uygulanan tuz organik
asit miktarlarin1 distirmiistiir. Bu durum tuz ile SNP’nin antagonistik iliskisinden

kaynaklanabilmektedir. Tuz stresi altinda marul fidelerinin yapraklarinda organik asit
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birikimi hiicre i¢i iyonik dengenin de siirdiiriilmesinde merkezi bir adaptasyon
mekanizmasi olabilir. Chen et al. (2009) tuz stresi altinda yabani igde bitkisinin
yapraklarinda organik asit birikiminin arttigini belirtmistir. Tuz stresi altinda organik
asit birikimi bakimindan halofitler ve diger bitkiler arasinda farkliliklar da

kaydedilmistir (Yang et al. 2007).

Bilindigi gibi proteinlerin ve enzimlerin yapisal elemani olan amino asitler, insan ve
diger canlilarin saghiginda 6nemli rol oynarlar. Insan ve hayvanlar esansiyel amino
asitlerin ¢ogunu yeterince sentezleyemediginden bitkilerden temin etmektedirler.
Bitkilerde serbest amino asitlerin iiretimi ve dagilimi cevresel faktdrler tarafindan
etkilenir. Mevcut arastirmamizda marul yapraklarindaki amino asit konsantrasyonunun
tuz tarafindan Onemli Olciide etkilendigi, yapraklara tek basina uygulanan tuzun
yapraklardaki amino asitlerin konsantrasyonlarini artirdigi, buna karsin tuz ile birlikte
uygulanan nitrik oksidin amino asit konsantrasyonlarmi diistirdiigii tespit edilmistir.
Stres kosullar1 altinda stoma agilmasi, tehlikeli bilesiklerin detoksifikasyonu, iyon
tasiniminin diizenlenmesi i¢in amino asit birikimi artmaktadir. Sonuglarimiza paralel
olarak yiiksek miktardaki 1s181in hardal yapraklarinda amino asit konsantrasyonunu
artirdig1 da saptanmisgtir (Li et al. 2013). Hiicre hasarmin onlenmesi ve reaktif oksijen
tirevlerinin birikiminin engellenmesinde anahtar rol oynayan amino asitlerin birikimi
abiyotik stres kosullarinda bitkinin korunmasinda énemli oldugu Gregan et al. (2012)

ve Keller and Torres-Martinez (2004) tarafindan da belirtilmistir.

Sonuclar:

SNP uygulamasi marulda tuz stresinin sebep oldugu hasarin1 diisiirerek bitkinin tuz

stresine toleransini artirmistir.

Tuz uygulamasiyla artan PAL ve y-TMT genlerinin ifadesi SNP uygulamasiyla daha
fazla artmistir. SNP’in genlerin ifadesini artirmak yoluyla antioksidan molekiillerin
miktarinda artisa neden oldugu, boylece reaktif oksijen tiirevlerinin azaltilmasina

katkida bulundugu sdylenebilir.
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Caligmamizda tuz uygulamalari ile birlikte toplam fenolik madde miktar1 ve buna
paralel olarak antioksidan kapasite artmistir. Yine yapraklara uygulanan SNP hem
toplam fenolik madde miktarin1 hem de antioksidan kapasiteyi daha fazla artirarak

bitkinin stres kosullarina direncini artirmistir.

Zararlh reaktif oksijen tiirlerinden olan ve genelde stres sartlarinda miktar1 artan
H202’nin tuz etkisiyle orani artmistir. SNP uygulamasiyla bu reaktif oksijen tiirliniin
miktar1 azalmistir. Bu durum bitkinin tuz stresine toleransinda SNP’nin koruyucu roliine

atfedilebilir.

Tim streslerde miktart artan ve stresin bir Olgiiti olarak kullanilan lipid
peroksidasyonun (LPO) tuz uygulamasiyla artmast ve SNP uygulamalarinda ise
miktarmin diismesi SNP’nin tuz stresinin yikict etkisini diisiirerek bitkinin bu sartlara

uyumunda etkili oldugu tezini desteklemektedir.

Tuz uygulamasiyla birlikte marul yapraklarindaki antioksidan enzim aktiviteleri
azalirken SNP uygulamasi ile bu enzimlerin aktiviteleri artirmistir. Bu sonug yapraklara
disardan uygulanan SNP’nin antioksidan enzimlerin artisini tesvik ederek oksidatif

hasarin engellendigini gostermesi agisindan dnemlidir.

Tuz uygulamasi bitkisel hormonlardan ABA miktarin1 artirirken GA, SA ve IAA
miktarin1 digiirmiistiir. Yapraklara ptskiirtiilen SNP yapraklardaki GA, SA ve 1AA
miktarin1 artirmistir.  Bir bitki biliylime diizenleyicisi olan SNP ig¢sel hormon
miktarlariin diizenlenmesine yardim ederek bitkinin olumsuz sartlarda hayatta

kalmasina yardimei olmaktadir.

Tuz uygulamas: ile birlikte ¢6ziinebilir sekerlerin miktar1 artmig, SNP uygulamasi bu
sekerlerin  konsantrasyonlarint  diigiirmiistiir. Stres kosullarinda membranlarin
stabilizasyonu ve turgorun devamliligi i¢in  bitkiler ¢Oziinebilir  seker
konsantrasyonlarin1 artirmaktadir. SNP hiicrenin dig ortami ile sitozoliin osmotik

giiciinii dengeleyerek seker miktarini diistirmektedir.
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Marul fidelerine SNP, tuz ve SNP+tuz uygulamasi bir ¢ok temel metabolik yolda gorev

alan organik asitlerin ve amino asitlerin konsantrasyonlarinda da degisime yol agmustir.

Sonug olarak, NO uygulamasi ile marul fidelerinde tuzun olumsuz etkileri azalms, bitki
normal siirecte gostermesi gereken gelisimine paralel olarak biiyiimesini devam

ettirmistir.



64

KAYNAKLAR

Agarwal, S. and Pandey, V., 2004. Antioxidant enzyme responses to NaCl stress in
Cassia angustifolia. Biologia Plantarum, 48: 555-560.

Akram, N.A., Ashraf, M., Arteca, R.N. and Foolad, M.R., 2010. The Physiological,
Biochemical and Molecular Roles of Brassinosteroids and Salicylic Acid in
Plant Processes and Salt Tolerance. Critical Reviews in Plant Sciences, 29: 162—
190.

Aksoy, E., 2008. Kuraklik ve Tuz Streslerinin Mercimek (Lens Culinaris M.)
Fidelerinde Antioksidant Enzimlerin Gen Iifadeleri Uzerine Etkileri. Yiiksek
Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Orta Dogu Teknik Universitesi, Ankara.

Ananieva, E.A., Alexieva, V.S., Popova, L.P., 2002. Treatment with salicylic acid
decreases the effects of paraquat on photosynthesis. Journal of Plant Physiology,
159: 685-693.

Angelini, R. and Federico, R., 1989. Histochemical evidence of polyamine oxidation
and generation of hydrogen peroxide in the cell Wall. Journal of Plant
Physiology, 135: 212-217.

Angelini, R., Manes, F., Federico, R., 1990. Spatial and functional corralation between
diamine oxidase and peroxidase and their dependence upon deetiolation and
wounding in chick-pea stems. Planta, 182: 89-96.

Antoine, F.R., Wei, C., Otwell, W.S., Sims, C.A., Littell, R.C., Hogle, A.D., Marshall,
M.R., 2002. Gas chromatographic analysis of histamine in Mahi-mahi
(Coryphaena hippurus). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50: 4754-
4759.

Arasimowicz, M. and Floryszak-Wieczorek, J., 2007. Nitric oxide as a bioactive
signaling molecule in plant stress responses. Plant Sci, 172: 876-887.

Aristory, M.C. and Toldra, F., 1991. Deproteinization techniques for HPLC amino acid
analysis in fresh pork muscle and dry-cured ham. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 39: 1792-1795.

Aytamka, E., 2005. Glycine max L. Bitkisinde Tuz Stresi Ile Nitrik Oksit Arasindaki
Iliski. Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul Universitesi,
Istanbul.

Banowetz, G.M., 1994. Immunoanalysis of Cytokinins. Cytokinins. (Editors: Mok, D.
W. S., Mok, M. C.) CRC Press, 305-315 p, London, England.

Battal, P. ve Tileklioglu, B., 2001. The Effects of Different Mineral Nutrients on the
levels of Cytokinins in Maize (Zea mays L.) Turkish Journal of Botany, 25: 123-
130.

Beligni, M.V. and Lamattina, L. 1999a. Nitric oxide counteracts cytotoxic processes
mediated by reactive oxygen species in plant tissues. Planta, 208: 337-344.
Beligni, M.V. and Lamattina, L., 1999b. Is nitric oxide toxic or protective. Trends Plant

Science, 4: 299-300.

Beligni, M.V. and Lamattina, L., 2000. Nitric oxide stimulates seed germination and de-
etiolation, and inhibits hypocotyl elongation, three light-inducible responses in
plants. Planta, 210: 215-221.



65

Beligni, M.V. and Lamattina, L., 2001. Nitric oxide in plants: the history is just
beginning. Plant Cell Environ, 24: 267-278.

Beligni, M.V, Fath, A., Bethke, P.C., Lamattina, L., Jones, R.L., 2002. Nitric oxide acts
as an antioxidant and delays programmed cell death in barley aleurone layers.
Plant Physiology, 129: 1642-1650.

Besson-Bard, A., Pugin, A., Wendehenne, D., 2008. New insights into nitric oxide
signaling in plants. Annu Rev Plant Biology, 59: 21-39.

Bethke, P.C., Badger, M.R., Jones, R.L., 2004. Apoplastic synthesis of nitric oxide by
plant tissues. Plant Cell, 16: 332-341.

Bethke, P.C., Libourel, .G.L., Jones, R.L., 2006. Nitric oxide reduces seed dormancy in
Arabidopsis. J Exp Bot 57: 517-526.

Bethke, P.C., Libourel, 1.G.L., Aoyama, N., Chung, Y., Still, D.W., Jones, R.L., 2007.
The Arabidopsis thaliana aleurone layer responds to nitric oxide, giberellin, and
abscisic acid and is sufficient and necessary for seed dormancy. Plant
Physiology, 143: 1173-1188.

Bolwell, G.P., 1999, Role of reactive oxygen species and NO in plant defence
responses. Curr Opin Plant Biology, 2: 287-294.

Bremner, J.M., 1981. Total nitrogen in: Methods of soil analysis part 2. American
Society of Agronomy, Madison, Wisconsin, 1145-1178.

Bright, J., Desikan, R., Hancock, J.T., Weir, I.S., Neill, S.J., 2006. ABA induced NO
generation and stomatal closure in Arabidopsis are dependent on H,O, synthesis.
Plant Journal, 45: 113-122.

Chamberlain, J., 1995. The Analysis of Drugs in Biological Fluids (Second Edition).
CRC Press, 139-145, New York, USA..

Cheikh, N. and Jones, R., 1994. Disruption of Maize Kernel Growth and Development
by Heat Stress (Role of Cytokinin/Abscisic Acid Balance). Plant Physiology,
106: 45-51.

Chen, J., Xia, Q., Wang, C., Wang, W.H., Wu, F.H., Chen, J., He, B.Y., Zhu, Z., Ru,
Q.M,, Zhang, L.L., Zheng, H.L., 2014. Nitric oxide alleviates oxidative stress
caused by salt in leaves of amangrove species, Aegiceras corniculatum. Aquatic
Botany, 117: 41-47.

Chen, W.S., 1991. Changes in cytokinins before and during early flower bud
differentiation in lychee (Litchi chinensis Sonn). Plant Physiology, 96: 1203-
1206.

Chen, X., Cui, P., Sun, H., Guo, W., Yang, C., Jin, H., Fan, B., Shi, D., 2009.
Comparative effects of salt and alkali stresses on organic acid accumulation and
ionic balance of seabuckthorn (Hippophae rhamnoides L.). Industrial Crops and
Products, 30: 351-358

Cueto, M., Hernandez-Perera, O., Martin, R., Bentura, M.L., Rodrigo, J., Lamas, S.,
Golvano, M.P., 1996. Presence of nitric oxide synthase activity in roots and
nodules of Lupinus albus. FEBS Lett, 398: 159-164.

Cutting, J.G.M., 1991. Determination of the cytokinin complement in healty and
witchesbroom malformed protease. Journal of Plant Growth Regulation, 10: 85-
89.

Davies, P.J., 1995. Plant Hormones: Physiology, Biochemistry and Molecular Biology.
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht.



66

del Rio, L.A., Corpas, F.J., Barroso, J.B., 2004. Nitric oxide and nitric oxide synthase
activity in plants. Phytochem, 65:783-792.

Dong, Y.J., Jinc, S.S., Liu, S., Xu, L.L., Kong, J., 2014. Effects of exogenous nitric
oxide on growth of cotton seedlings under NaCl stress. Journal of Soil Science
and Plant Nutrition, 14 (1): 1-13.

Dong, Y.J., Liu, S., Xu, L.L., Kong, J., Bai, X.Y., 2013. Roles of exogenous nitric oxide
in regulating ionic equilibrium and moderating oxidative stress in cotton
seedlings during salt stress. Journal of Soil Science and Plant Nutrition, 13 (4):
929-941.

Dubey, R.S., 1997. Photosynthesis in plants under stressful conditions.-In: Pessarakli,
M. (ed.): Handbook of Photosynthesis. Pp. 859-875. Marcel Dekker, New York.

Esim, N., 2011. Nitrik Oksitin Misirda (Zea mays) Diisiik Sicaklik Stresi Toleransi
Uzerine Etkisi. Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Atatiirk Universitesi,
Erzurum.

Fan, F.H., Du, C.X,, Ding, L., 2013. Effects of nitric oxide on the germination of
cucumber seeds and antioxidant enzymes under salinity stress. Acta Physiol
Plant, 35: 2707-2719.

Fan, H., Du, C., Xu, Y., Wu, X., 2014. Exogenous Nitric Oxide 1mpr0ves Chilling
Tolerance of Chinese Cabbage Seedlings by Affecting Antioksidant Enzymes in
Leaves. Horizontal Enviromental Biotechology, 55 (3): 159-164.

Fan, H., Guo, S., Jiao, Y., Zhang, R., Li, J., 2007. Effects of exogenous nitric oxide on
growth, active oxygen species metabolism, and photosynthetic characteristics in
cucumber seedlings under NaCl stress. Front Agri China, 1: 308-314.

Featonby-Smith, B.C., Van Staden, J., 1984. Identification and seasonal variation of
endogenous cytokinins in Ecklonia maxima (Osbeck) Papenf. Botanica Marina,
27:527-531.

Floryszak-Wieczorek, J., Milczarek, G., Arasimowicz, M., Ciszewski, A., 2006. Do
nitric oxide donors mimic an endogenous NO-related response in plant? Planta
224:1363-1372.

Gadallah, M.A.A., 1999. Effect of proline and glycine betaine on Vicia faba responses
to salt stress. Biology Plant, 42: 247-249.

Garcia-Mata, C. and Lamattina, L., 2001. Nitric oxide induces stomatal closure and
enhances the adaptive plant responses against drought stress. Plant Physiology,
126:1196-1204.

Garcia-Mata, C. and Lamattina, L., 2007. Abscisic acid (ABA) inhibits light-induced
stomatal opening through calcium- and nitric oxide-mediated signaling
pathways. Nitric Oxide, 17: 143-151.

Gong, Y., Toivonen, P.M.A., Lau, O.L. and Wiersma, PA., 2001. Antioxidant system
level in ‘Braeburn’ apple in related to its browing disorder. Bot. Bull. Acad. Sin.,
42: 259-264.

Gregan, S.M., Wargent, J.J., Liu, L., Shinkle, J., Hofmann, R.W., Winefield, C.,
Trought, M., Jordan, B.J., 2012. Effects of solar ultraviolet radiation and canopy
manipulation on the biochemical composition of Sauvignon Blanc grapes.
Australian Journal of Grape and Wine Research, 18: 227-238.

Guo, F.Q. and Crawford, N.M. 2005. Arabidopsis nitric oxide synthasel is targeted to
mitochondria and protects against oxidative damage and dark-induced
senescence. Plant Cell, 17: 3436-3450.



67

Guo, F.Q., Okamoto, M., Crawford, N.M., 2003. Identification of a plant nitric oxide
synthase gene involved in hormonal signaling. Science, 302: 100-103.

Guo, Y., Tian, Z., Yan, D., Zhang, J., Qin, P., 2009. Effects of nitric oxide on salt stress
tolerance in Kosteletzkya virginica. Life Science Journal, 6: 67-75.

Habib, N., Ashraf, M., Shahbaz, M., 2013. Effect of exogenously applied nitric oxide on
some key physiological attributes of rice (Oryza sativa L.) plants under salt
stress. Pakistan Journal of Botany, 45(5): 1563-1569.

Hamayun, M., Khan, S. A., Khan, A. L., Shinwari, Z.K., Hussain, J., Sohn, E.Y., Kang,
S.M., Kim, Y.H., Khan, M. A. and Lee, In-Jung., 2010. Effect of Salt Stress on
Growth Attributes and Endogenous Growth Hormones of Soybean Cultivar
Hwangkeumkong. Pakistan Journal of Botany, 42 (5): 3103-3112.

Hansen, C.E., Venzler, H., Meins, F., 1984. Concentration gradient of trans-zeatin
riboside and trans-zeatin in the maize stem. Plant Physiology, 75: 959-963.

Hasegawa, P.M., Bressan, R.A., Zhu, J.K., Bohnert, H.J., 2000. Plant cellular and
molecular responses to high salinity. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol,
51: 463-499.

Hayashi, H., Alia, Mustardy, L., Deshnium, P., Ida, M., Murata, N., 1997.
Transformation of Arabidopsis thaliana with the codA gene for choline oxidase:
accumulation of glycine betaine and enhanced tolerance to salt and cold stress.
Plant Journal, 12: 133-142.

Hayat, S. Yadav, S., Wani, A.S., Irfan, M., Alyemini, M.N., Ahmad, A., 2012. Impact
of sodium nitroprusside on nitrate reductase, proline content, and antioxidant
system in tomato under salinity stress. Horticulture Environment and
Biotechnology, 53: 362-367.

He, Y.K., Tang, RH, Yi, H., Stevens, R.D., Cook, C.W., Ahn, S.M., Jing, L., Yang, Z.,
Chen, L., Guo, F., Fiorani, F., Jackson, R.B., Crawford, N.M., Pei, Z.M., 2004.
Nitric oxide represses the Arabidopsis floral transition. Science Journal,
305:1968-1971.

Hebers, K. and Sonnewald, V., 1998. Altered gene expression brought about by inter
and pathogen interactions. Journal Plant Research, 111: 323-328.

Hernandez-Minea, F.M., 1991. Identification of cytokinins and the changes in their
endogenous levels in developing Citrus sinensis leaves. Journal of Horticultural
Science, 66: 505-511.

Hess, D.T., Matsumoto, A., Kim, S.0., Marshall, H.E., Stamler, J.S., 2005. Protein S-
nitrosylation: purview and parameters. Nature Rev Mol Cell Biol 6: 150-166.

Hill, A.C. and Bennett, J.H., 1970. Inhibition of apparent photosynthesis by nitrogen
oxides. Atmos Environ, 4: 341-348.

Horgan, C.A., 1988.Recent Developments Concerning Saint-Venant’s Principle: A
Second Update. Applied Mechanics Reviews, 49: 101-111.

Horgan, R. and Kramers, M.R., 1979. High-performance liquid chromatography of
cytokinins. Journal of Chromatography A, 173: 263-270.

Hu, X., Neill, S.J., Tang, Z., Cai, W., 2005. Nitric oxide mediates gravitropic bending in
soybean roots. Plant Physiology, 137: 663-670.

Huang, X., von Rad, U., Durner, J., 2002. Nitric oxide induces transcriptional activation
of the nitric oxide-tolerant alternative oxidase in Arabidopsis suspension cells.
Planta, 215: 914-923.

Ignarro, L.J., 2000. Nitric oxide. Biology and Pathobiology, Academic, San Diego.


http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=Q1YP3cb7cfGTFrf894w&author_name=Hayat,%20S&dais_id=16457171&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=Q1YP3cb7cfGTFrf894w&author_name=Yadav,%20S&dais_id=14860811&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=WOS&SID=Q1YP3cb7cfGTFrf894w&field=AU&value=Wani,%20AS
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=WOS&SID=Q1YP3cb7cfGTFrf894w&field=AU&value=Irfan,%20M
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=Q1YP3cb7cfGTFrf894w&author_name=Alyemini,%20MN&dais_id=16457055&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=Q1YP3cb7cfGTFrf894w&author_name=Ahmad,%20A&dais_id=1858620&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage

68

Jeffrey, S.R. and Snyder, S.H., 1995. Nitric oxide: a Neural Messenger. Annu Rev Cell
Dev. Biol. 11: 417-440.

Kara, F.B., 2013. Lokal Endemik Thermopsis Turcica Kit Tan, Vural & Kii¢iikodiik’nin
Biiyiime Parametreleri, Lipid Peroksidasyonu, Prolin Ve Klorofil Igerikleri
Uzerine Tuz Stresinin Etkileri. Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisi,
Selguk Universitesi, Konya.

Karplus, P.A., Daniels, M.J., Herriot, J.R., 1991. Atomic structure of ferredoxin-NadpC
reductase, prototype for a structurally novel flavoenzyme family. Science
Journal, 251:60-66

Kausar, F., Shahbaz M., Ashraf, M., 2013. Protective role of foliar-applied nitric oxide
in Triticum aestivum under saline stress. Turkish Journal of Botany, 37. 1155-
1165.

Keller, M. and Torres-Martinez, N., 2004. Does UV radiation affect Winegrape
composition. Acta. Horticulturae, 64: 313-319.

Khan, M.N., Siddiqui, H.M., Mohammad, F., Naeem, M., 2012. Interactive role of nitric
oxide and calcium chloride in enhancing tolerance to salt stress. Nitric Oxide,
27: 210-218.

Khan, M.N., Siddiqui, M.H., Mohammad, F., Naeem, M., Khan, M.M.A., 2010.
Calcium chloride and gibberellic acid protect Linseed (Linum usitatissimum L.)
from NaCl stress by inducing antioxidative defence system and osmoprotectant
accumulation. Acta Physiol Plant, 32:121-132.

Kim, S.K., Sohn, E.Y., Joo, G.J., Lee, I.J., 2009. Influence of jasmonic acid on
endogenous gibberellin and abscisic acid in salt-stressed chard plant. Journal of
Environmental Biology, 30 (3): 333-338.

Kopyra, M. and Gwoézdz, E.A., 2003. Nitric oxide stimulates seed germination and
counteracts the inhibitory effect of heavy metals and salinity on root growth of
Lupinus luteus, Plant Physiology Biochemical, 41: 1011-1017.

Koshimizo, K. and Iwamura, H., 1986. Cytokinins. Chemistry of Plant Hormones, (Ed.
N.Takahashi), CRC Press Inc., Florida. 154-199.

Koshland, D.E., 1992. The molecule of the year, Science, 258:1861.

Kovac, M., Zel, J., 1994. The effect of aliminium on the cytokinins in the mycelia of
Lactarius piperatus. Planta Science, 97: 137-142.

Kuraishi, S., Tasaki, K., Sakurai, N., Sadatoku, K., 1991. Changes in levels of
cytokinins in etiolated squash seedlings after illimination. Plant Cell Phsiol.,
32(5): 585-591.

Lamattina, L., Garcia-Mata, C., Graziano, M., Pagnussat, G., 2003. Nitric oxide: the
versatility of an extensive signal molecule. Annu Rev Plant Biol, 54: 109-136.

Leshem, Y.Y., Haramaty, E., lluz, D., Malik, Z., Sofer, Y., Roitman, L., 1997. Effect of
stress nitric oxide (NO): interaction between chlorophyll fluorescence,
galactolipid fluidity and lipoxygenese activity. Plant Physiol Biochem, 35: 573-
579.

Leshem, Y.Y., Wills, R.B.H., Ku, V.V.V., 1998. Evidence for the function of the free
radical gas-nitric oxide (NO) as an endogenous maturation and senescence
regulating factor in higher plants. Plant Physiol Biochem, 36: 825-833.

Li, Q.-Y., Niud, H.-B., Yind, J., Wanga, M.-B., Shaob, H.-B., Dengd, D.-Z., Chend, X.-
X. Rend, J.-P., Li, Y.-C., 2008. Protective role of exogenous nitric oxide against



69

oxidative-stress induced by salt stress in barley (Hordeum vulgare). Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 65: 220-225

Li, X., Kim, Y.B., Uddin, M.R., Lee, S., Kim, S-J., Park, S.U., 2013. Influence of light
on the free amino acid synthesis in Brassica juncea seddlings. Journal of
Agricultural and food chemistry, 61: 8624-8631.

Libourel 1.G.L., Van Bodegom P.M., Fricker M.D., Ratcliffe R.G., 2006. Nitrite reduces
cytoplasmic acidosis under anoxia. Plant Physiol, 142: 1710-1717

Lin, Y., Liu, Z., Shi, Q., Wang, X., Wei, M., Yang, F., 2012. Exogenous nitric oxide
(NO) increased antioxidant capacity of cucumber hypocotyl and radicle under
salt stress Scientia Horticulturae, 142: 118-127.

Liu, S., Dong, Y., Xu, L., Kong, J., 2014. Effects of foliar applications of nitric oxide
and salicylic acid on salt-induced changes in photosynthesis and antioxidative
metabolism of cotton seedlings. Plant Growth Regul, 73: 67-78.

Liu, Y., Wu, R., Wan, Q., Xie, G., Bi, Y., 2007. Glucose-6-phosphate dehydrogenase
plays a pivotal role in nitric oxide-involved defense against oxidative stress
under salt stress in red kidney bean roots. Plant Cell Physiology, 48: 511-522.

Livak, K. J. and Schmittgen, T. D. 2001. Analysis of Relative Gene Expression Data
Using Real-Time Quantitative PCR and the 2—**“T Method. Methods, 25: 402-
408.

Lloyd-Jones, D.M. and Bloch, K.D.,1996. The vascular biology of nitric oxide and its
role in atherogenesis. Annu Rev Med., 47: 365-375.

Lépez-Carrion, AL, Castellano, R., Rosales, M.A., Ruiz, J.M., Romero, L., 2008. Role
of nitric oxide under saline stress: implications on proline metabolism. Biol.
Plant, 52: 587-591.

Machackova, 1., Sukhova, L.S., Eder, J., Bibik, N.D., Korableva, N.P., 1993. Changes
in the levels of free IAA and cytokinins in potato tubers during dormancy and
sprouting. Biologia Plantarum, 35: 387-391.

Manai, J., Kalail, T., Gouial, H., Corpas, F. J., 2014. Exogenous nitric oxide (NO)
ameliorates salinity-induced oxidative stress in tomato (Solanum lycopersicum)
plants. Journal of Soil Science and Plant Nutrition, 14 (2): 433-446.

Mano, J., 2002. Early events in environmental stresses in plants, Induction mechanisms
of oxidative stress, In: Inze D, van Montagu M (eds) Oxidative stress in plants.
London, Taylor and Francis, 217-246

Marschner, H., 2002. Mineral nutrition of higher plants. 2nd edn. Academic, London.

Money, P.A., Staden, J.V., 1984. Seasonal changes in the levels of endogenous
cytokinins in Sargassum heterophyllum (Phaeophyceae). Botanica Marina, 17:
437-442.

Morgan, P.W., 1990. Effects of abiotic stresses on plant hormone systems. Plant
Biology, 12: 113-146.

Morris, J.W., Doumas, P., Morris, R.O. and Zaer, J.B. 1990. Cytokinins in vegetative
and reproductive buds of Pseudotsugam. Plant Physiology, 9: 67-71.

Nakano, Y., Asada, K., 1981. Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbate-spesific
peroxidase in spinach chloroplasts. Plant& Cell Physiology, 22: 867-880.

Neill, S., Desikan, R., Hancock, J.T., 2003. Nitric oxide signalling in plants. New
Phytol, 159: 11-35.



70

Neill, S.J., Desikan, R., Clarke, A., Hancock, J.T., 2002, Nitric oxide is a novel
component of abscisic acid signalling in stomatal guard cells. Plant Physiology,
128: 13-16.

Neocleous, D., Koukounaras, A., Siomos A.S., Vasilakakis, M., 2013. Assessing The
Salinity Effects on Mineral Composition and Nutritional Quality of Green and
Red “Baby” Lettuce. Journal of Food Quality , 1745-4557.

Nunoshiba, T., de Rojas-Walker, T., Wishnok, J.S., Tannenbaum, S.R., Demple, B.,
1993, Activation by nitric oxide of an oxidativestress response that defends
Escherichia coli against activated macrophages. Proc Natl Acad Sci USA, 90:
9993-9997.

Oh, M.M., Carey, E. E., Rajashekar, C. B., 2010. Regulated water deficits improve
phytochemical concentration in lettuce. Society for Horticultural Science, 135:
223-229.

Oh, M.M,, Carey, E. E., Rajashekar, C. B., 2011. Antioxidant phytochemicals in lettuce
grown in high tunnels and open field. Horticulture, Environment, and
Biotechnology, 52 (2): 133-139.

Oh, M.M., Trick, H., Rajashekar, C.B., 2009. Secondary metabolism and antioxidants
are involved in environmental adaptation and stress tolerance in lettuce. Journal
of Plant Physiology, 166: 180-191.

Orozco-Cardenas, M., Ryan, C.A., 2002. Nitric oxide negatively modulates wound
signaling in tomato plants. Plant Physiol, 130: 487—-493.

Pagnussat, G., Simontacchi, M., Puntarulo, S., Lamattina, L. 2002. Nitric oxide is
required for root organogenesis. Plant Physiol, 129: 954-956.

Pagnussat, G.C., Lanteri, M.L., Lamattina, L., 2003. Nitric oxide and cyclic GMP are
messengers in the indole acetic acid-induced adventitious rooting process. Plant
Physiol, 132: 1241-1248.

Palavan-Unsal, N. and Arisan D., 2009. Nitric Oxide Signalling In Plants. the Botanical
Review Journal, 75 (2): 203-229.

Palni, L.M.S., Susmons, R.E., Letham, D.S., 1983. Mass spectro analysis of cytokinins
in plant tissues. Plant Physiology, 7: 858-863.

Parida, A.K. and Das, A.B., 2005. Salt tolerance and salinity effects on plants: a review,
Ecotoxicology and Environmental Safety, 60 (3): 324-349.

Parthier, B., 1991. Jasmonates, new regulators of plant growth and development: Many
facts and few hypotheses on their actions. Botanica Acta, 104 (6): 446-454
Pedroso M.C. and Durzan D.J., 2000. Effect of different gravity environments on DNA

fragmentation and cell death in Kalanchoe leaves. Annals Bot, 86: 983-994.

Pedroso, M.C., Magalhaes, J.R., Durzan, D., 2000. Nitric oxide induces cell death in
Taxus cells. Plant Science, 157: 173-180.

Pektez, A., 2009. Domates Bitkisinde Tuz Stresi Kosullarinda Total RNA Miktarinin
Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ege Universitesi,
Izmir.

Polverari, A., Molesini, B., Pezzotti, M., Buonaurio, R., Marte, M., Delledonne, M.,
2003. Nitric oxide-mediated transcriptional changes in Arabidopsis thaliana.
Mol. Plant Microbe Interact, 16: 1094-1105.

Qamaruddin, M., Dormling, 1., Eliasson, L., 1996. Increase in cytokinin levels in scots
pine in relation to chiling and bud burst. Physiologia Plantarum, 79: 236-241.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651304000922

71

Ramamurthi, A. and Lewis, R.S., 1997. Measurement and modeling of nitric oxide
release rates for nitric oxide donors. Chem Res Toxicol, 10: 408-413.

Rausch, T., Kirsch, M., Low, R., Lehr, A., Vierck, R., Zhigang, A., 1996. Salt stress
response of higher plants: the role of proton pumps and Na+/H-+antiporters.
Journal Plant Physiology, 148: 425-433.

Roberts, J.A. and Hooley, R., 1988. Plant growth regulation. Faculty Agriculture
Science University Nottingham, Sutton Bonnington, Loughborough, Leics.
LE12 5RD, UK.

Robyt, J.F. and White, B.J., 1990. Biochemical techniques: theory and practice.
Waveland Press, Prospect Heights, IL, 329-331.

Romero-Puertas, M.C., Perazzolli, M., Zago, E.D., Delledonne, M., 2004. Nitric oxide
signalling functions in plant—pathogen interactions. Cellu Microbiol, 6: 795-803.

Ruan, H., Shen, W., Ye, M., Xu, L., 2002. Protective effects of nitric oxide on salt
stress-induced oxidative damage to wheat (Triticum aestivum L.) leaves. Chin
Sci Bull, 47: 677-681.

Sakihama, Y., Murakami, S., Yamasaki, H. 2003. Involvement of nitric oxide in the
mechanism for stomatal opening in Vicia faba leaves. Biol Plant, 46: 117-119

Schmidt H.H.H.W. and Walter U.,1994. NO at work. Cell Press, 78: 919-925.

Shaoa, H.-B., Chuc, Li-ye, Shaoa, Ming-an, Jaleeld, C. A., Mi Hong-mei, 2008. Higher
plant antioxidants and redox signaling under environmental stresses. Comptes
Rendus Biologies, 331 (6): 433-441.

Sheokand, S., Kumari, A., Sawhney, V., 2008. Effect of nitric oxide and putrescine on
antioxidative responses under NaCl stress in chickpea plants. Physiol Mol Biol
Plants, 14: 355-362.

Shi, Q., Ding, F., Wang, X., Wei, M., 2007. Exogenous nitric oxide protect cucumber
roots against oxidative stress induced by salt stress. Plant Physiology and
Biochemistry, 45: 542-550.

Shi, Q., Lin, Y., Liu, Z., Shi, Q., Wang, X., Wei, M., Yang, F., 2012. Exogenous nitric
oxide (NO) increased antioxidant capacity of cucumberhypocotyl and radicle
under salt stress. Scientia Horticulturae, 142: 118-127.

Siddiqui, M.H., Al-Whaibi, M.H., Basalah, M.O., 2011, Role of nitric oxide in tolerance
of plants to abiotic stress. Protoplasma, 248: 447-455.

Siddiqui, M.H., Khan, M.N., Mohammad, F., Khan, M.M.A., 2008. Role of nitrogen
and gibberellic acid (GA3) in the regulation of enzyme activities and in
osmoprotectant accumulation in Brassica juncea L. under salt stress. J Agron
Crop Science, 194: 214-224.

Siddiqui, M.H., Mohammad, F., Khan, M.N., 2009a. Morphological and physio-
biochemical characterization of Brassica juncea L.Czern. & Coss. genotypes
under salt stress. J. Plant Interact. 4: 67-80.

Siddiqui, M.H., Mohammad, F., Khan, M.N., Naeem, M., Khan, M.M.A., 2009b.
Differential response of salt-sensitive and salt-tolerant Brassica juncea
genotypes to N application: enhancement of Nmetabolism and anti-oxidative
properties in the salt-tolerant type. Plant Stress, 3: 55-63.

Soejima, H., Sugiyama, T., Ishihara, K., 1992. Changes in cytokinin activities and mass
spectrometric analysis of cytokinins in root exudates of rice plant (Oryza sativa
L.). Plant Physiology, 94: 1724-1729.



72

Song, J., Shi, G., Xing, S., Chen, M., Wang, B., 2009. Effects of nitric oxide and
nitrogen on seedling emergence, ion accumulation, and seedling growth under
salinity in the euhalophyte Suaeda salsa. J. Plant Nutr. Soil Science, 172: 544-
549.

Stamler, J.S., 1994. Redox signaling: Nitrosylation and related target interactions of
nitric oxide. Cell Press, 78: 931-936.

Sticher L., Mauch-Mani B. and Métraux J.P., 1997. Systemic acquired resistance. Annu
Rev Plant Pathol, 35: 235-270.

Stoop, J.M.H. and Pharr, D.M. 1994. Growth substrate and nutrient salt environment
alter mannitol-hexose partitioning in celery petioles. Journal of the American
Society for Horticultural Science, 119: 237-242.

Stohr, C. and Ullrich, W.R., 2002. Generation and possible roles of NO in plant roots
and their apoplastic space. J. Exp. Bot., 53: 2293-2303.

Takahashi, S. and Yamasaki, H., 2002. Reversible inhibition of photophosphorylation in
chloroplasts by nitric oxide. FEBS Lett, 512: 145-148.

Tanou, G., Molassiotis, A., Diamantidis, G., 2009. Hydrogenperoxide-andnitricoxide-
induced systemic antioxidantprime-likeactivity under NaCl-stressandstress-
freeconditions in citrusplants. Journal of Plant Physiology, 166: 1904-1913.

Taylor, J.S., Thompson, B., Pate, S.J., Atkins, C.A., Pharis, R.P., 1990. Cytokinins in
the phloem sap of white lupin (Lupinus albus L.). Plant Physiology, 94: 1714-
1720.

Turnbull C.G.N. and Hanke D.E., 1985.The control of bud dormancy in potato tubers.
Planta, 165: 359-365.

Tuteja, N., 2007. Mechanisms of High Salinity Tolerance in Plants. Plant Molecular,
Methods Enzymol. 428: 419-438.

Uchida, A., Jagendorf, A.T., Hibino, T., Takabe, T., 2002. Effects of hydrogen peroxide
and nitric oxide on both salt and heat stress tolerance in rice. Plant Science, 163:
515-523.

Velikova, V., Yordanow, I., Edreva, A., 2000. Oxidative stress and some antioxidant
systems in acid rain treated bean plants protective role of exogenous polyamines.
Plant Science, 151: 59-66.

Wang, X., Shi, Q., Ding, F., Wei, M., 2007. Exogenous nitric oxide protect cucumber
roots against oxidative stress induced by salt stress. Plant Physiology and
Biochemistry, 45: 542-550.

Wang, Y., Mopper, S.,Hasenstein K. H., 2001, Effects of Salinity on Endogenous Aba,
laa, Ja, and Sa in Iris hexagona. Journal of Chemical Ecology, 27 (2): 327-342.

Wendehenne, D., Durner, J., Klessig, D.F., 2004. Nitric oxide: a new player in plant
signalling and defence responses. Curr Opin Plant Biol, 7: 449-455.

Wilson, ILA., Neill, S.J. and Hancock, J.T., 2008. Nitric oxide synthesis and signalling
in plants. Plant, Cell & Environment, 31(5): 622-631.

Wink, D.A., Mitchell, J.B., 1998. Chemical biology of nitric oxide: insights into
regulatory, cytotoxic, and cytoprotective mechanisms of nitric oxide. Free Radic
Biol Med., 25: 434-456.

Yamasaki, H., 2000. Nitrite-dependent nitric oxide production pathway: implications
for involvement of active nitrogen species in photoinhibition in vivo. Phil Trans
R Soc Lond Biol Science, 355: 1477-1488.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Yongyin+Wang%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Susan+Mopper%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Karl+H.+Hasenstein%22

73

Yamasaki, H., 2005. The NO world for plants: achieving balance in an open system.
Plant Cell Environ, 28: 78-84.

Yamasaki, H., Shimoji, H., Ohshiro, Y., Sakihama, Y., 2001. Inhibitory effects of nitric
oxide on oxidative phosphorylation in plant mitochondria. Nitric Oxide, 5: 261-
270.

Yang, C.W., Chong, J.N., Kim, C.M,, Li, C.Y., Shi, D.C., Wang, D.L., 2007. Osmotic
adjustment and ion balance traits of an alkali resistant halophyte Kochia
sieversiana during adaptation to salt and alkali conditions. Plant Soil, 294: 263-
276.

Yee, Y., Tam, N.F.Y., Wong, Y.S. and Lu, C.Y., 2002. Growth and physiological
responses of two mangrove species (Bruguira gymnorrhiza and Kandelia
candel) to waterlogging. Environ. Exp. Bot., 1-13.

Yu-ging, W., Zhu-jun, Z., Yong, H.E., 2007. Alleviation of membrane lipid
peroxidation by nitric oxide in cucumber leaves under salt stress. J Zhejiang Uni
Agricultural Life Science, 33: 533-538.

Yusuf, M. A., Kumar , D., Rajwanshi, R., Strasser, R. J., Tsimilli, M., Govindjee, M.,
Sarin, N.M., 2010. Overexpression of y-tocopherol methyl transferase gene in
transgenic Brassica juncea plants alleviates abiotic stress: Physiological and
chlorophyll a fluorescence measurements. Biochimica et Biophysica Acta, 1797
:1428-1438.

Zeevaart J.A.D. and Creelman, R. A., 1988. Metabolism and Physiology of Abscisic
Acid. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 39:
439-473.

Zeng, C.L., Liu, L., Wang, B.R., Wu, X.M. and Zhou, Y., 2011. Physiological effects of
exogenous nitric oxide on Brassica juncea seedlings under NaCl stress. Biologia
Plantarum 55 (2): 345-348.

Zhang, C.P., Li, Y.C,, Yuan, F.G., Hu, S.J., Liu, H.Y. and He P., 2013. Role of 5-
aminolevulinic acid in the salinity stress response of the seeds and seedlings of
the medicinal plant Cassia obtusifolia L. Botanical Studies, 54: 18-31.

Zhang, X., Takemiya, A., Kinoshita, T., Shimazaki, K., 2007. Nitric oxide inhibits blue
light-specific stomatal opening via abscisic acid signaling pathways in Vicia
guard cells. Plant Cell Physiology, 48: 715-723.

Zhang, Y., Wang, L., Liu, Y., Zhang, Q., Wei, Q., Zhang, W., 2006. Nitric oxide
enhances salt tolerance in maize seedlings through increasing activities of
proton-pump and Na+/H+ antiport in the tonoplast. Planta, 224: 545-555.

Zhao, L., Zhang, F., Guo, J., Yang, Y., Li, B., Zhang, L., 2004. Nitric oxide functions as
a signal in salt resistance in the calluses from two ecotypes of reed. Plant
Physiology, 134: 849-857

Zheng, C., Jiang, D., Dai, T., Jing, Q., Cao, W., 2010. Effects nitroprusside, a nitric
oxide donor, on carbon and nitrogen metabolism and the activity of the
antioxidation system in wheat seedlings under salt stress. Acta Ecol Sinica, 30:
1174-1183.

Zheng, C., Jiang, D., Liu, F., Dai, T., Liu, W., Jing, Q., Cao, W., 2009. Exogenous nitric
oxide improves seed germination in wheat against mitochondrial oxidative
damage induced by high salinity. Environmental Exp. Bot., 67: 222-227.



74

Zottini, M., Formentin, E., Scattolin, M., Carimi, F., Schiavo, F.L., Terzi, M., 2002.
Nitric oxide affects plant mitochondrial functionality in vivo. FEBS Lett., 515:
75-78.



75

OZGECMIS

1987 yilinda Tokat ilinde dogdu. Ilkdgretimi Mehmet Emin Yurdakul 1.0.0.,
(Yenimahalle/Ankara) ortadgretimi Ozel Ankara Aziziye Lisesi’nde
(Yenimahalle/Ankara) tamamladi. 2004 yilinda girdigi Hacettepe Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’'nden 2009 yilinda mezun oldu. 2011 yilinda Devlet Su isleri
8. Bolge Midirliigii'ne Biyolog olarak atandi. 2012 yilinda basladigi Atatiirk
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans

Ogrenimine devam etmektedir.



