ISTANBUL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

Glycine max L. BITKISINDE TUZ STRESI iLE NiTRIiK
OKSIT ARASINDAKI ILiSKI

Elif AYTAMKA

Biyoloji Anabilim Dal

Botanik Program

Damisman

Doc. Dr. Giil CEVAHIR OZ

Haziran, 2005

ISTANBUL



ONSOZ

Bu calismanin hazirlanmasinda her tiirlii destek ve yardimlarindan dolay1 ¢ok degerli
hocam Dog¢. Dr. GUL CEVAHIR OZ’ e en icten dileklerimle tesekkiir ederim.

Bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim ve calismalarimda destegini esirgemeyen

Anabilim Dali Bagkanimiz Prof. Dr. SEMAHAT YENTUR’ e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Bu tez ¢alismamda yardimlarini esirgemeyen Dog¢.Dr. MUAMMER UNAL’a, Yrd.
Dog. Dr. SERAP CAG’a, Yrd. Do¢. Dr. MINE SARSAG’ a ve 6zet kisminin
cevirisinde yardime1 olan NADIM YILMAZER’e

Bu gahsmarp sirasinda her zaman yanimda olan ¢alisma arkadaglarim SIRRI
YUZBASIOGLU, EDA KAPLAN, CIGDEM CINGIL ve TAYLAN KOSESAKAL’ a

Caligmalarim sirasinda benden destek, ilgi ve sevgilerini eksik etmeyen ANNEME,
BABAMA ve kardesim ESRA’ya

Ictenlikle tesekkiir ederim.

Haziran, 2005 Elif Aytamka



T-322/03112003 numarali tez projemi destekleyen Arastirma Projeleri Yiiriitiicii
Sekterligi’ne tesekkiir ederim.

il



ICINDEKILER

ONSOZ coeereeeeesensensenesessesesssesssessst st asssssesssesssesssensssssssasesssensstnsstssssssasssesssssssessssnsssasesss i
ICINDEKILER ................. jii
SEKIL LISTESI............. v
TABLO LISTESI ......cecuuu.. vii
SEMBOL LISTESI ............... ix
OZET X
SUMMARY cuviiieinrnniicssssnsiossssssiossssssiosssssssosssssssosssssssssssssssosssssssosssssssesssssssesssssssosssssssesssssssesssssss xi
L GIRIS ceteereereeseestesnsssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessesessssssessessssessses 1
2. GENEL KISIMLAR 3
2.1, TUZ StreST KAVIAIML...c.tiiiiiiiiiiiiieiierieeseesteete et eteesieeseteseseenseenseessaesseessnesssessseesseesseesseennns 3
2.2. Tuz Stresinin Bitki Bilylime ve Gelismesine EtKisi..........ccccovirviiriniininiienccecce 3
2.3. Bitkilerde Nitrik OKsit KQVIAMI ......ccccveveieiiiieiieiieiesierre e see e snesneesseeseesseesens 9
2.4. Nitrik Oksitin Bitki Biiyiime ve Gelisimi Uzerine EtKiSi.........cccccccoevvrueveicrerecerereceennns 13
2.5. Biyotik ve Abiyotik Stres ile Nitrik Oksit Arasindaki liski............c.ccovrverererecereirnnnes 15
2.6. Nitrik Oksit ve Tuz Stresi Arastndaki THSK ........ocooveveveveeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
3. MALZEME VE YONTEM 19
3.1. Bitkisel Materyalin SEGIMI .......cecuiiiuiiiiieiieiiieieee ettt 19
3.2. Glycine max L Fidelerinin Y etiStirilmesi.......ccceereeriiriiiiiiiiieniecie et 19
3.3, CIMIENME YUZACST ..cuvviiiieiiiie e ettt e ettt e e e e et e e e eate e e e eateeeeeanaeas 20
3.4, Oransal SU ICeriZi TAYINI.......ocooivivieeeeieeeeeeeeee e 20
3.5, KIOTOTI] TAYINI ..veiiiiieiiiiiiiiieiiieciie et eeiee et eteeetee e s bt e eaee e taeessseeessbeessseaensseesssaeesnaanes 20
3.6. Total Cozilinebilir Protein Miktarinin Tayini.......cccecueeeeeeriienienienie et eie e 21
3.7. Peroksidaz AKtivVIteSINIn TaYIN .....c.eecveeriieriirieriieeie e eseesite ettt et e seee e eaeeeas 21
3.8, PrOIIN TaYINT c.eeeuvieiiieiieiieciieeie ettt ettt ettt ettt e bt satesateete e beesseesneesatesabeesnneeas 21
3.9. Istatistiksel Hesaplamalar...................ccoouoiiiiiiiiie e 22
4. BULGULAR ...couuiiiiticintisictssaissesssississssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 23
4.1, CIMIENIME YUZACSI ..veevvieerieiieiieiiesieireere et ereeteesteesteestaessreesseesseesseesseesssesssessseassesssenns 24
4.2, 0ransal SU LGEIIZT ......vvveeeieeeieeeeee ettt nenene 25

il



4.3. Klorofil Miktar1
4.4. Karotinoid Miktar1
4.5. Protein Miktar1

4.6. Peroksidaz Aktivitesi

4.7. Prolin Miktar1
5. TARTISMA VE SONUC

KAYNAKLAR

OZGECMIS

41

.51

65



SEKIL LiSTESI

Sekil 4.1

Sekil 4.2

Sekil 4.3

Sekil 4.4

Sekil 4.5

Sekil 4.6

Sekil 4.7

Sekil 4.8

Sekil 4.9

Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM ¢-PTIO + 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP,
I uM SNP, 1T uM SNP+1 uM ¢-PTIO, 100 uM SNP
konsantrasyonlarinda 2 giin 6n islem gérmiis soya fidelerinin biiyiimesi
UZETINE tUZUN ELKIST...eeviiuiiiiiiiiieiieiceitete et 23

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlari ile 6n islem gérmiis tohumlarin ¢imlenme yiizdesi .. 25

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM SNP+1 uM
c-PTIO 100 puM SNP ile 6n islem gormis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarmin oransal su
iceriklerine ait degerlerin degiSIMi........ccceeevciveeeiieeriiieeeiee e 26

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlar1 ile 6n islem goérmiis 100 mM NaCl ortaminda
yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki total klorofil miktarlarinin
AEGISIMI 1.ttt ettt ettt e e e b e et e saaeebeesaseenseeas 28

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.0luM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlar1 ile on islem goérmiis 100 mM NaCl ortaminda
yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki total klorofil miktarlarinin
4 [S1e3 31111 IO USSR 29

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlar1 ile o6n islem gormiis 100 mM NaCl ortaminda
yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki karotinoid miktarlarinin
AEGISIIMN Lottt 31

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.0luM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlart ile on iglem goérmiis 100 mM NaCl ortaminda
yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki karotinoid miktarlarinin
AEGISIMI 1.ttt ettt ettt ettt e et e e e e esbeebeessaeeseessseenseens 33

: Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM
SNP, 1 uM c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n
islem gormiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin
kotiledonlarindaki total protein miktarlarinin degisimi.......................... 34

: Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c-PTIO+NaCl ve 0.01puM SNP, 1 uM
SNP, 1 uM c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n
islem gormiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1.
yapraklarindaki total protein miktarlarinin degisimi...........cccoeevvvennennne. 36



Sekil 4.10

Sekil 4.11

Sekil 4.12

: Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM
SNP, 100 pM SNP konsantrasyonlart ile 6n islem gormiis 100 mM
NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki
peroksidaz aktivitesinin deISIMI .....c..eveereereeneenieiieneeeeieseeeeeeneene 37

: Kontrol, 100 mM NaCl, 1 puM c-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM
SNP, 1 uM c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n
islem gormiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1.
yapraklarindaki peroksidaz aktivitesinin degisimi..........ccceeeveerreeennennne. 38

: Kontrol, 100 mM NaCl,1 uM c-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM
SNP, 1 uM c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n
islem gormiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1.
yapraklarindaki prolin birikimindeki degisim.........cccooceeevieniieniennnnne. 40

vi



TABLO LIiSTESI

Tablo 2.1

Tablo 2.2

Tablo 4.1

Tablo 4.2

Tablo 4.3

Tablo 4.4

Tablo 4.5

Tablo 4.6

Tablo 4.7

: NO Biyosentezi ve sinyal mekanizmasi .........cccccoeeeevciieniienieenieennene 12
: Bitkilerde NO in etkiledigi fizyolojik ve biyokimyasal olaylar........... 14

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP,1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlari ile 6n iglem goérmiis tohumlarin ¢imlenme yiizdesi .. 24

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM SNP+1 uM
c-PTIO 100 pM SNP ile on islem gormis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarinin oransal su
icerigine ait degerlerin karsilastirtlmast .......c.ccooceeveiiiniininineeeee, 26

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.0luM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlar1 ile on islem goérmiis 100 mM NaCl ortaminda
yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki klorofil a, klorofil b ve
total klorofil miktarlarinin karsilagtirtlmast ..........cccccoeevieiieiiienecennnn.. 27

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlar1 ile 6n islem goérmiis 100 mM NaCl ortaminda
yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki klorofil a, klorofil b ve
total klorofil miktarlarinin karsilastirilmast .........cccceeeeenciiinieniieennen. 29

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.0luM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlar1 ile on islem goérmiis 100 mM NaCl ortaminda
yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki karotinoid miktarlarinin
Kars1lagtirtlmas.........ccouviiiiiieiiie e 31

: Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.0luM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP
konsantrasyonlar1 ile o6n islem gormiis 100 mM NaCl ortaminda
yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki karotinoid miktarlarinin
Kars1lagtirlmast........cccviieeiieeiie e e 32

: Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c-PTIO+NaCl ve 0.01puM SNP, 1 uM
SNP, 1 uM c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n
muamele edilmis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin
kotiledonlarindaki total protein miktarlarinin karsilastirilmast.............. 34

vii



Tablo 4.8

Tablo 4.9

Tablo 4.10

Tablo 4.11

: Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c¢-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM
SNP, 1 uM c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n
muamele edilmis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1.
yapraklarindaki total protein miktarlarinin karsilastiriimast .................. 35

: Kontrol, 100 mM NaCl, 1 puM c-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM
SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n islem gérmiis 100 mM
NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki
peroksidaz aktivitesinin kargilastirtlmast ........c.cocceeeeieniienienieenieeenene, 37

: Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM
SNP, 1 uM c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n
muamele edilmis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1.
yapraklarindaki peroksidaz aktivitesinin karsilastirilmasi ..................... 38

: Kontrol, 100 mM NaCl, 1 puM c-PTIO+NaCl ve 0.01puM SNP, 1 uM
SNP, 1 uM c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n
muamele edilmis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1.
yapraklarindaki prolin birikimindeki degisim..........ccoceevveeiiienniennenne. 39

viii



SEMBOL LIiSTESI

ABA : absisik asit

ADC : asir1 duyarlilik cevabi

BSA : bovin serum albumin

cADPR : siklik ADP-riboz

cGMP : siklik guanil mono fosfat

c-PTIO : 2-(4-karboksi-fenil)-4,5-dihidro-4,4,5,5-tetrametil-1H-imidazol-1-oksi-
3-oksit potasyum tuzu

DAF-2 : 4,5-diaminoflourensan diasetat

GTP : guanil mono fosfat

H,0, : hidrojen peroksit

mM : milimolar

NaCl : sodyum klortiir

NADP(H) : nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

NO : nitrik oksit

NOS : nitrik oksit sentaz

NR : nitrat rediiktaz

OSI. : oransal su icerigi

ONOOH : peroksinitrit

PHO : programlanmis hiicre dliimii

POD : peroksidaz

SA - salisilik asit

SNAP : S-nitroro-N-Asetil-Penisilamin

SNP : sodyum nitroprussid

UV : ultraviyole

pM : mikromolar



OZET

Glycine max L. BITKISINDE TUZ STRESI ILE NITRIiK OKSIT ARASINDAKI
ILiSKi

Bu arastirmada Glycine max L. (soya fasulyesi) bitkilerinde tuz stresi ve nitrik oksit
(NO) arasindaki iligki incelendi.

G. max tohumlarinin ¢imlenmesini ardisik, 6 giinliik fideler NO vericisi olarak
kullanilan degisik konsantrasyonlardaki sodyum nitroprussid (SNP) ve NO tutucusu
olan c-PTIO ile 2 giin 6n muamele edildi. Daha sonra fideler deneylerde kontrol grup
olarak kullanilan 2 Hoagland besin ¢ozeltisi ile hazirlanan 100 mM NaCl igeren
hidroponik kiiltiire alindi. Deney sonunda 19 giinliik soya fidelerinin ¢esitli kisimlarinda
oransal su icerigi, klorofil, karotinoid ve total ¢6ziinebilir protein miktari, peroksidaz
enzim aktivitesi ile prolin birikimi tayin edildi.

Kontrol grubu bitkiler ile sadece 100 mM NaCl stresine maruz kalan bitkiler
karsilastirildiginda, tuzun soya fidelerinde biiyiimenin gerilemesine, yapraklarda
sararmaya ve epinastik hareketlere neden oldugu gozlendi. Buna kargin 2 giin 0.01, 1,
100 uM SNP ile 6n islemden sonra tuz stresine maruz kalan bitkilerde azalan
konsantrasyona bagli olarak tuza kars1 artan bir tolerans saptandi.

Tuz stresi altinda soya fidelerinde oransal su igerigi, total klorofil, karotinoid,
miktarlarinin degisimi iizerine en etkin SNP konsantrasyonunun 0.01 uM oldugu tespit
edildi. Total ¢oziinebilir protein miktar1 ve peroksidaz enzim aktivitesi ise tuz stresi
etkisi ile artig gosterdi. Uygulanan tiim SNP konsantrasyonlarinda, 100 mM NaCl deki
protein ve peroksidaz degerlerinin altinda sonuglar elde edildi. En 6nemli tuzluluk
parametrelerinden biri olan prolin birikimi ise kontrole gore 100 mM NaCl ve yiikselen
SNP konsantrasyonlarinda giderek belirgin bir artis gosterdi. NO tutucusu 1 uM c-
PTIO, 1 uM SNP ile birlikte uygulandiginda NO tarafindan olusturulan tuza karsi
toleransin azalarak, tuz grubu bitkilerin sonuglarina yakin degerler saptandi.

Sonug olarak, 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinde meydana gelen bazi
olumsuz etkilerin, NO vericisi olan SNP nin digsaridan uygulanmasi ile kismen
onlenebildigi ve c-PTIO uygulamasi ile NO in etkilerinin ortadan kaldirildig: ileri
stiriilebilir. Ayrica NO in G. max fidelerinde tuz stresine karsi gelisen toleransda rol
oynayabilecegi sdylenebilir.



SUMMARY

THE RELATIONSHIP BETWEEN SALT STRESS AND NITRIC OXIDE IN
Glycine max L. SEEDLINGS

This study examined the relationship between salt stress and nitric oxide in Glycine max
L. seedling (soybean).

6 days old seedlings following germination of G. max L. seeds were pretreated with
sodium nitroprussid (SNP), a NO donor, and c-PTIO, a NO scavenger, at different
concentrations for two days. The seedlings were then taken into hydroponic culture
containing 100 mM NaCl prepared with 2 Hoagland solution which was also used as
the control group in the experiment.

Relative water content, chlorophyll, carotenoid and total soluble protein amounts,
peroxidase activity and proline accumulation were determined in the several parts of the
19 days old seedlings. When the plants of the control group were compared with the
plants subjected to 100 mM NaCl stress only, salt was observed to have led to
regression of growth of the soybean seedlings, chlorosis of the leaves and epinastic
movements. Opposingly, an increasing tolerance against salt was detected in the plants
which were exposed to salt stress after a pretreatment of 0.01, 1, and 100 pM SNP for
two days, depending on the decreased concentrations.

The most efficient SNP concentration on alterations of relative water content, total
chlorophyll and carotenoid amounts in the soybean seedlings under salt stress was
found to be 0.01 uM SNP Total soluble protein amount and peroxidase activity were
increased with the effect of salt stress. Values of protein amount and peroxidase activity
at SNP concentrations were lower than those at 100 mM NaCl application. Proline
accumulation, which is one of the most significant parameters for saltiness, showed a
prominent elevation at 100 mM NaCl and at increasing SNP concentrations by the
control. When a combination of 1 uM c-PTIO and 1 uM SNP was applied tolerance
against salt which occurred with NO, was lowered, values being close to the results of
the salt group.

In conclusion, one may put forward that negative effects seen in the soybean seedlings
grown in the medium of 100 mM NaCl can partly be prevented with exogenously
applied NO, and NO action is removed with c-PTIO application. In addition, NO can be
said to be involved in developing tolerance against salt stress in G. max L. seedlings.

X1



1. GIRIS

Cevresel faktorlerden biri olan tuzluluk gerek diinya gerekse Tiirkiye tarimi i¢in son
derece onemli giincel problemlerden biridir. Bu nedenle bitkilerin biiylime ve gelisimi
tizerinde olumsuz etkiler meydana getiren tuz stresi bitki fizyologlarinin 6nemli ¢caligma
konular1 arasinda yer almaktadir. Son yillarda bu konu ile ilgili yapilan arastirmalar
oldukca dikkat c¢ekicidir ve sayis1 giin gegtikce artmaktadir. Topraklar: gittikce
coraklasan Ulkemizde de basarili bir tarim yapabilmek ve yiiksek iiriin alabilmek igin
bitki ile tuzluluk arasindaki iliskilere 151k tutacak arastirmalarin yapilmasi son derece
onemlidir. Ozellikle Tiirkiye tariminda ekonomik degere sahip bazi sebze ve tahil
bitkilerinin biliylime ve gelismesi tizerine tuzlulugun etkilerinin arastirilmasi

gerekmektedir.

Son yillarda bitkilerde varlii saptanan 6nemli bir haberci molekiil olan nitrik oksitin
(NO), pek ¢ok fizyolojik ve biyokimyasal olayda rol oynadig: bilinmesine ragmen etki
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir ve bu konuda doyurucu bir agiklama
yapilamamustir. Yapilan literatiir incelemelerinde biyotik ve abiyotik stres faktorleri ve
NO arasinda da bir iliskinin oldugu bilinmekle birlikte, tuzluluk ve NO etkilesimi ile
ilgili caligmalar hakkinda olduk¢a smirli sayida kaynak mevcuttur. Bu nedenle
calismanin baslica amaci, bitkilerde NaCl tipi tuzlulugun etkisi altinda meydana gelen
bazi metabolik degisikliklerde haberci molekiil 6zelligine sahip NO in muhtemel

rollerini saptamak ve tamamlayici bilgiler elde etmektir.

Tez ¢alisma konusu, Glycine max L. (soya fasulyesi) bitkisinde tuz stresi ile NO
arasindaki iligkinin arastirilmasidir. Bu amagla, 2 Hoagland besin ¢ozeltisi icerisinde
hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki (0.01, 1, 100 uM) NO vericisi olan sodyum
nitroprussid (SNP) ve NO tutucusu c-PTIO ile 2 giin 6n islem gormiis 6 giinliik soya
fideleri, 11 giin boyunca 100 mM NaCl stresine maruz birakilmislardir. Sadece >
Hoagland ¢ozeltisinde yetistirilen bitkiler kontrol grubu olarak alinmistir. Hem kontrol

grubunda hem de deney serilerinde yetistirilmis toplam 19 giinliik soya fidelerinin



cesitli kisimlarinda oransal su igerigi, klorofil ve karotinoid pigment igerigi, total
¢cOziinebilir protein miktari, peroksidaz aktivitesi ile prolin birikimi tayin edilmistir.
Boylece tuz stresi kosullar1 altinda meydana gelen bu degisiklikler ile NO
konsantrasyonlar1 arasinda baglantilar kurmaya ve bu etkilesimi miimkiin oldugu kadar
acikliga kavusturmaya calisilmistir. Burada elde edilen veriler temel bir bilim olan bitki
fizyolojisinde bu konu ile ilgili literatiirdeki eksikligi bir dereceye kadar
kapatabilecektir. Ayrica ekonomik degere sahip soya bitkisinin gittikge g¢oraklasan
topraklardaki adaptasyonunda ve iirlin eldesinde bu arastirmanin sonuglarinin faydali

olacag diisiiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TUZ STRESi KAVRAMI

Cevresel streslerden biri olan tuzluluk diinyadaki tarim alanlarinin biiytik bir boliimiinde
bitkisel liretimi sinirlayan ¢ok onemli bir faktordiir (Datta ve dig. 2000). Birlesmis
Milletler Besin ve Tarim Organizasyonu’nun (FAO) tahminlerine gére 930 milyon
hektar olan diinya topraklarimin yaklasik %7 si tuzluluktan etkilenmektedir
(Szaboles,1994; Barrett-Lennard, 2000). Niifusu belli bir hizla artan ve beslenmesinin
temelini tarimsal {riinlerin olusturdugu tlilkemizde de topraklarin 6nemli bir boliimi
kurak ve yar1 kurak oldugundan ¢oraklasma diger bir deyimle tuzluluk giderek artmakta
ve sonucta verimlilik azalmaktadir (Cakirlar, 1989; Ghassemi ve dig. 1995). Gerek doga
kosullart (okyanuslar, ana materyal, iklim, kiiresel 1sinma, topografya ve erozyon)
gerekse asirt sulama ve fazla giibreleme gibi primer (dogal) ve sekonder (insan
kaynakli) kokenli etmenler toprakta tuz birikimine neden olmaktadir ve bu alanlarda
iiriin yetistirilmesi de olduk¢a kisitlanmaktadir. Bu durumda ya tarima uygun
topraklarin tuzluluk nedeni ile verimsiz hale doniismesini 6nlemek ve bu topraklara
uyum saglayabilecek tiir se¢imi yapmak ya da genetik olarak tuza dayanikl ¢esitlerin
yetistirilmesi biliylikk 0onem tasimaktadir. Bundan dolay:r Tirkiye ic¢in ¢ok ciddi bir
problem olarak karsimiza ¢ikan tuzlanma ile ortaya c¢ikan sorunlarin giderilmesi,
alinmas1 gereken onlemler ve ¢ozlim yollari ile ilgili aragtirmalarin sayis1 giin gegtikce

artmaktadir.

2.2. TUZ STRESININ BiTKi BUYUME VE GELiSMESINE ETKISI

Uzun yillardan beri tuzlulugun, halofitler (tuza toleransli) hari¢, tiim bitkilerin
metabolizmasini, biiyiime ve gelismesini olumsuz yonde etkiledigi ve {iriin eldesinde
uygun olmayan kosullar yarattigi bilinmektedir. Literatiirde tuz stresi terimi topraktaki

total tuzlarin yiiksek konsantrasyonlari i¢in kullanilmaktadir ve dogada tuz stresinin bir



cogu sodyum kloriire (NaCl) baglidir. Tuz stresinin bitki biiylime ve verimi iizerindeki
sinirlayict etkisini meydana getiren mekanizmalardan birisi osmotik etki ile ilgili
olandir. Yasamin1 devam ettirmek i¢in suyu topraktan almak zorunda olan bitkilerin
yetisme ortamindaki yiiksek tuz konsantrasyonlari, toprak su potansiyelini azaltarak
fizyolojik kurakliga neden olmakta ve toprakta yeterli su bulunsa bile bitki bu suyu
yeterince alamamaktadir (Mayer ve Poljakoft-Mayber, 1975; Cakirlar ve Bozcuk, 1982;
Weimberg, 1988; Hayashi ve Murata, 1998). Diger bir mekanizmada ise tuz iyonlari
osmotik etkiye ilave olarak toksik etkiye sahiptir. Ozellikle Na', Cl" ya da SO, iyonlar
zararli konsantrasyonlarda biriktigi zaman spesifik bir sekilde bitkideki bir¢ok
metabolik olaya ket vurmaktadir (Cakirlar ve Bozcuk, 1982; Hayashi ve Murata, 1998;
Taiz ve Zeiger, 2002). Bazi bitkilerde tuzlu kosullara karsi olusturulan hiicresel,
biyokimyasal ve molekiiler diizeydeki cevaplarda hem osmotik etki hem de iyonlarin
toksik etkisi rol oynamakta ise de bitki biiyiimesinde osmotik stresin iyonik stresten
daha etkin oldugu kaydedilmistir (Ashraf, 1994a). Ayrica tuz iyonlarinin meydana
getirdigi osmotik ve toksik etkinin yam sira, Na" ve CI iyonlarinin antogonist etkileri
nedeni ile bazi yasam icin gerekli iyonlarin alinmasi da engellenerek bitki beslenmesi

olumsuz yonde etkilenmektedir (Kinzel, 1982; Hayashi ve Murata, 1998).

Sonug olarak, tuz stresi dnce topragin, ardindan bitkinin su potansiyelinin azalmasina,
iyon dengesizligine ve toksisiteye neden olmaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
asir1 miktarda biriken Na” K" almimini, CI ise 6zellikle NO3™ alimmmimi engelleyerek
bitkilerde iyon dengesizligi ortaya ¢ikmaktadir (Watad ve dig., 1991). Ayrica tuzluluk
bitkilerde ¢imlenme, biiyiime, fotosentez, protein sentezi, enerji ve lipid metabolizmasi,
yaprakta klorosis ve senesens gibi tiim dnemli olaylar: etkilemektedir (Gorham ve dig.,
1985; Cevahir, 1992; Munns, 2002; Munns ve James, 2003). Tiim bu fizyolojik etkilerin
yani sira yaprak anatomisi lizerine tuzlulugun etkileri de ¢alisilmistir. Tuz stresi fasulye,
pamuk ve Atriplex bitkilerinin yapraklarinda epidermis, palizad ve siinger parenkimasi
hiicrelerinin hem ¢aplarinin hem de uzunlugunun artmasina neden olmaktadir. Ayrica
tuzluluk ile yaprakta vakuollesmeler, endoplazmik retikulumda kismi siskinlik,
hiicrelerarasi alanda, mitokondri kristalarinda, kloroplast ve stoma sayisinda azalmalar

meydana gelmektedir (Parida ve dig., 2004a).



Tuz stresinin bitkilerin biiyiimesi lizerindeki etkisi tuzlulugun tipine, uygulama siiresine,
siddetine, bitki tiirtine, 6zellikle stresin meydana geldigi gelisme donemine baghdir.
Degisik bitki tiirleri ve varyeteleri ile yapilan ¢alismalar tuza duyarliligm CI" ve Na*
iyonlarmin fazla miktarda alinmasma bagli oldugunu gostermistir. Ayrica iyon
konsantrasyonu agisindan tiirler arasinda hatta ayni1 bitkinin farkli kisimlar1 arasinda bile

bliyiik farklar oldugu bildirilmistir (Greenway ve Munns, 1980).

Bitkilerin en fazla tuza duyarli oldugu basamak tohum ¢imlenme evresidir, daha sonraki
bliyime ve gelisme evrelerinde tuza karst dayaniklilik biraz daha artmaktadir
(Strogonov, 1964; Karaki, 2001). Tuz stresi kosullarinda ortam suyunun osmotik
potansiyelinin artarak tohumun su alip sismesi ve bdylece ¢imlenmesi ile ilgili
fizyolojik olaylarin baslamasi inhibe olmaktadir (Mayer ve Poljakoff-Mayber, 1975;
Bozcuk, 1978; Bliss ve dig., 1986; Saleki ve dig., 1993). Saleki ve dig. (1993) tuzlu
kosullar altinda ¢imlendirilen Arabidopsis thaliana mutantlarinin ¢imlenme agamasinda
Na" iyonunun toksik etkisine osmotik stresten daha duyarli olduklarmi saptamislardir.
Tuzluluk ile ¢imlenmenin inhibisyonunda baslica kotiledonlardaki karbonhidrat ve
protein depolarinin hareketlenmesinde gorev alan bazi enzimlerin (a-amilaz, proteaz ve
RNaz) aktivitelerinin inhibe oldugu, solunumun engellendigi ve zar permeabilitesinin
etkilendigi ileri stirlilmustiir (Prisco ve dig. 1981; Gomes ve dig. 1988). Ayrica
Kocacaligkan ve Kabar (1990) farkli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen ciice
fasulye ve misir tohumlarinin, tuz orani arttikga polifenol oksidaz (PPO) ve amilaz

aktivitelerinin azaldigini, buna karsin protein iceriklerinin arttigini bulmuslardir.

Cimlenmeyi ardigik biiylime evresinde bitkilerin kok, gévde ve yaprak gibi vegetatif
organlarinin tuz uygulamalarindan birka¢ dakikadan saate, giinlere, haftalara ve hatta
aylara varan donemlerde degisik oranlarda etkilendigi bilinmektedir (Munns, 2002).
Ozellikle, tuz uygulanmasindan sonra ilk dakikalarda kok ve yapraklarda bilyiime
oraninda hizli ve ani degisimler meydana gelmektedir. Misir, piring, bugday ve arpada
yapilan deneylerde ani uygulanan yiiksek tuz konsantrasyonunun osmotik etkiden
dolay1 yaprak ylizeyi genislemesinde hizli ve gecici azalmalara neden oldugu
gosterilmistir (Cramer ve Bowman, 1991; Yeo ve dig., 1991; Neumann, 1993; Passioura
ve Munns, 2000; Munns, 2002). Ayrica tuzun meydana getirdigi toksik etki, yash
yapraklarda geng¢ yapraklardan daha fazla gozlenmektedir (Colmer ve dig. 1995).



Rodriguez ve dig. (1997) nin yaptiklar1 calismada 150 mM NaCl ile islem gormiis misir
koklerinde, baslangi¢c aninda meydana gelen biiylimedeki azalmanin, muhtemelen tuz
ile tesvik edilmis Ca"" eksikliginden kaynaklanacag: ileri siiriilmiistiir. Benzer sonuglar
150 mM NaCl uygulanmis Sorghum koklerinde de izlenirken, Ca™" varliginda %20,
yoklugunda ise %80 oraninda bir azalma saptanmistir (Colmer ve dig. 1996). Buna
ilave olarak domates, misir ve bugday bitkilerinde diisiik konsantrasyonlarda uygulanan
NaCl iin kok uzunlugunda artisa, gévde uzunlugunda ise bir azalisa neden oldugu
gosterilmistir (Cramer ve dig., 1988; Rodriguez ve dig., 1997). Tuz stresi kok, govde ve
yapraklarin taze ve kuru agirliginda da dikkate deger azalmalara neden olmaktadir
(Chartzoulakis ve Klapaki, 2000). Meloni ve dig. (2001) artan NaCl miktarina baglh

olarak pamukta kok/gévde oraninin arttigin1 bulmuslardir.

Bitkilerde tuz stresine karsi olusturulan fizyolojik cevaplar, 6zellikle tuza hassas
tiirlerde haftalar gegtikge daha da belirgin hale gelmektedir. Tuzun meydana getirdigi
zarar, yash yapraklarin sararmasi ya da 6liimii ile gozle goriiliir olmaktadir. Bu durum
aylar gectikge bitkide daha hizli seyretmektedir. NaCl iin reprodiiktif organlarin
olusumunu etkileyerek ciceklenme olayini geciktirdigi de ileri siiriilmektedir (Munns ve
Rawson, 1999; Zandt ve Mopper, 2002). Ornegin, tahillarda tuz stresinde basak basina
diisen ¢igek sayisi azalir, ¢igeklenme ve sonugta olgunlagsma zamani degisir (Munns ve
Rawson, 1999). Bununla birlikte Cevahir (1992) %0.6 NaCl konsantrasyonlarinda
yetistirilen Helianthus annuus bitkisinin kontrol bitkilere gore vegetatif evreyi
tamamlayip hizla reprodiiktif evreye gectigini rapor etmistir. Tuzluluga karsi
olusturulan cevaplarda meyve verimi iizerine olan arastirmalar oldukga sinirli olmakla
birlikte toprak tuzlulugunun toksik diizeylerde olmasa bile Citrus’da meyve iiretimini
azalttigr bilinmektedir (Maas, 1993). NaCl stresi altinda c¢icek, meyve ve tohum
sayisinin indirgenmesinin yani sira meyvelerin kiigiildiigii, dolayisiyla bitkiden elde
edilen verimin olduk¢a azaldigi da kaydedilmistir (Mitchell ve dig., 1991; Soria ve
Cuartero, 1997).

Bitkilerde yiiksek tuz konsantrasyonu altinda meydana gelen 6nemli fizyolojik
degisiklikler arasinda yapraklarda klorofil ve karotinoid igeriginin azalmasi,
fotosentezin indirgenmesi, stomalarin kapanip transpirasyonun azalmasi yer almaktadir

(Burugnoli ve Bjorgman, 1992; Salama ve dig., 1994; Goldstain ve dig., 1996;



Mickelbart ve Marler, 1996; Agastian ve dig. 2000; Tezera ve dig. 2002; Burman ve
dig. 2003; Ashraf, 2004). Wang ve Nil (2000) tuzlu kosullarda Amaranthus’da klorofil
iceriginin arttifini, Kennedy ve De Fillippis (1999) buna zit olarak Grevillea’de
protoklorofil, klorofil ve karotinoidlerin belirgin sekilde azaldigini rapor etmislerdir.
Benzer sekilde Bruguiera parviflora’da tuz stresi yapraklarda klorofil a, b ve karotinoid

iceriginde azalmalara neden olmaktadir (Parida ve dig. 2002).

Tuzlulugun biiylimeyi tesvik edici ya da ket vurucu hormonlarin sentezi {izerine farkl
sekilde etki ettigi bilinmektedir (Topguoglu ve Cakirlar, 1990). Yiiksek tuz
konsantrasyonu absisik asit (ABA) ve sitokinin diizeylerinde artisa neden olmaktadir
(Vaidyanathan ve dig. 1999). Ayrica jasmonatlar bitkilerde tuz toleransinda Snemli
rollere sahiptir. Deneysel veriler jasmonat diizeylerinin tuza toleransli domates

bitkilerinde hassas olanlardan daha yiiksek oldugunu gostermistir (Hilda ve dig. 2003).

Tuz stresi kosullarinda, hiicresel diizeyde membran yapisinin bozulup, permeabilitenin
degismesi sonucu dis ortama sizan elektrolit miktarinin artis1 ile beraber plazma
membrani ve tonoplast ATPaz aktivitesinde de artis s6z konusudur (Kuiper, 1984; Dietz
ve dig. 2001). Son yillarda tuzlulugun yol agtig1 biyokimyasal degisiklikler arasinda
stiperoksit (Oy"), hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksit (H,O;) ve singlet oksijen
('0,) gibi aktif oksijen tiirlerinin olusumu dikkat ¢ekmektedir. BSyle sitotoksik oksijen
radikallerinin membranlara, fotosentetik pigmentlere ve lipid, protein, nukleik asit gibi
makromolekiillere zarar verdigi ortaya konmustur (Fadzilla ve dig., 1997; Shalata ve

Tal, 1998).

Bitkiler tuzlu kosullardaki davranislarina gore halofitler (tuza toleransli) ve glikofitler
(tuza hassas) olmak iizere iki gruba ayrilir. Halofitler genellikle iyonlar1 biriktirerek
yiiksek turgor potansiyellerini koruma Ozelligine sahiptir. Buna karsin, tuz stresi
kosullarinda yetisen glikofitlerin yagamlarini stirdiirmeleri i¢in, tuzun meydana getirdigi
olumsuz etkileri ortadan kaldiracak molekiiler ve biyokimyasal bazi adaptasyon
mekanizmalar1  gelistirdikleri bilinmektedir. Bunlar arasinda iyonlarin disarida
birakilmast ya da segici biriktirilmesi, koklerden yapraklara kontrollii olarak iyon
tasinmast ve depolanmasi, uyumlu erimis maddelerin sentezi ve depolanmasi,

fotosentetik yolun, membran yapisinin, bitki hormonlarinin miktarinin degisimi ve



antioksidan enzimlerin aktivitesinin tesviki yer alir. Ozellikle bitkiler tuz stresi sirasinda
osmoregiilasyonda gorev alan baslica Na', K* gibi inorganik iyonlar ile prolin (amino
asit), glisin betain (kuaterner amonyum bilesigi) gibi baz1 organik maddeleri yapilarinda
biriktirirler (Hellebust, 1976; Greenway ve Munns, 1980; Voetberg ve Steward, 1984;
Ashraf, 1994a; Mansour, 2000; Ashraf ve Bashir, 2003; Parida ve Das, 2005). Ayrica
bitkilerin gliserol, sekerler (glukoz, fruktoz, sukroz), organik asitler ile amino asitler
(glisin, alanin, arginin, serin, losin, valin, sitrullin, ornitin), amidler (glutamin,
asparagin), imino asitler, proteinler, dehidrinler gibi azot igeren bilesikleri ve
poliaminleri biriktigi de saptanmistir (Mansour, 2000; Ashraf, 2004). Tuz stresine
maruz kalmig bitkilerde en fazla biriken amino asidin prolin ve osmotik diizenlemede
gbrev alan en 6nemli maddenin ise glisin betain oldugu bilinmektedir (Abraham ve dig.,
2003; Yang ve dig., 2003). Pringlea antiscorbutica’nin yaprak, govde ve koklerinde
prolinin, vakuole gore sitoplazmada daha yiiksek konsantrasyonda biriktigi rapor
edilmistir (Aubert ve dig. 1999). Ayrica bitki hiicreleri tuza adaptasyonda sitosolde
yiiksek K'/Na" konsantrasyonunu siirdiirebilmek igin sitosolik Ca™ diizeylerinde gegici

bir artis meydana getirirler.

NaCl stresi altinda, arpa, aygicegi, piring gibi tuza hassas bitkilerde total ¢oziinebilir
protein miktar1 azalirken, bazi1 06zel diisiik molekiiler agirlikli stres proteinlerin
sentezinin arttig1 saptanmistir (Hurkman ve dig., 1989; Ashraf ve Tufail, 1995; Lutts ve
dig., 1996; Ashraf ve O’Leary, 1999; Parida ve dig. 2002; Parida ve Das, 2005).
Agastian ve dig. (2000) ¢oziinebilir proteinlerin diisiik tuz konsantrasyonunda arttigini,
yiiksek tuz konsantrasyonunda ise azaldigini bulmuslardir. Degisik bitki tiirlerinde tuz
stresi ile tesvik edilmis bazi stres proteinleri tanimlanmistir. Bunlar arasinda tiitiinde
osmotin (26 kDa agirligindaki), arpada osmotinden farkli bir polipeptid olan germin,
turpta 22 kDa agirliginda baska bir proteinin varligi da kanitlanmistir (Singh ve dig.,
1987; Hurkman ve dig., 1991; Lopez ve dig., 1994; Ashraf ve Harris, 2004). Ayrica
tuzluluk msir koklerinde 61, 51, 39 ve 29 kDa agirliginda dort polipeptidin birikimini
tesvik etmektedir (Tamas ve dig 2001). Son yillarda tuz toleransinin molekiiler
mekanizmasi ile ilgili c¢alismalarda tuz stresi ile tesvik edilmis c¢ok sayida gen
tanimlanmistir (Shinozaki ve dig. 1998). Bunlar arasinda Arabidopsis thaliana’da sal 1,
Brassica napus’da Bnd 22 ve Lycopersicon esculentum’da le-16 genleri bulunmaktadir

(Plant ve dig. 1991; Reviron ve dig. 1992; Quintero ve dig. 1996; Parida ve Das, 2005).



Tuzluluk ile olusan aktif oksijen radikallerine karsi koruyucu olarak antioksidan
aktiviteye sahip bazi1 enzim sistemleri (sliperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz,
peroksidaz, askorbat peroksidaz, katalaz) aktivitelerini arttirarak, bu olumsuz etkilerin
ortadan kaldirilmasinda gorev almaktadirlar. Tuz stresi kosullarinda katalaz, askorbat
peroksidaz, guaiacol peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz aktiviteleri
artis gostermektedir ve enzim diizeyleri ile tuz toleransi arasinda bir korelasyon
kaydedilmistir. Bu enzimlerin yani sira askorbat, glutatyon, B-karoten, a-tokoferol ve
antosiyaninler gibi antioksidan molekiillerin de tuzluluga kars1 toleransda koruyucu role
sahip olduklar1 kanitlanmistir (Anderson ve dig., 1995; Hernandez ve dig., 2000;
Eryilmaz, 2003).

Bitkilerin biiytime ve farklilasma olaylarinda 6nemli rolii olan peroksidaz (POD) lignin
biyosentezinden ve hiicre c¢eperinin oksidatif polimerizasyonundan sorumlu bir
enzimdir. Bir stres parametresi olarak da dikkate alinan POD 1n kuraklik, soguk, hava
kirleticileri, Mg eksikligi ve 151k stresi gibi ¢evresel faktorlerin etkisi ile aktivitesinin
arttig1 bulunmustur. Cesitli stres kosullar1 altinda ortaya ¢ikan aktif oksijen tiirlerinden
biri olan H,O; i ya katalaz ile su ve oksijene ya da peroksidaz izozimlerinin aktivitesi ile
askorbat, fenolik bilesikler, flavononlar ve antosiyaninlerin oksidasyonu yardimiyla

parcalamaktadir (Chang ve dig. 1984; Jovanovic ve dig. 1997; Parida ve dig. 2005).

2.3. BITKILERDE NiTRIK OKSIiT KAVRAMI

Uzun yillardan beri canlilarda varligi bilinen nitrik oksit (NO: azot monoksit), son
yillarda hem memelilerde hem de bitkilerde anahtar haberci molekiil olarak dikkatleri
tizerine ¢ekmistir. NO in bitkiler tarafindan salindig1 ve bitki biiylimesi iizerine olan
etkileri ancak 1970 lerin basinda anlagilmistir (Anderson ve Mansfield, 1979; Klepper,
1979). Bu yildan itibaren, bitkilerde NO ile ilgili calismalar, Leshem (Leshem ve
Haramaty, 1996) ve Lamattina (Laxalt ve dig., 1997) gibi arastiricilar ile son derece
siirli kalmustir.  Ozellikle, 1998 yilinda NO in bitki savunma sinyali olarak
tanimlanmasindan sonra NO ve bitki biyolojisi ile ilgili ¢calismalarda kaydedeger bir
artis olmustur (Durner ve Klerssig, 1999; Beligni ve Lamattina, 2001a; Wendehenne ve

dig., 2001; Neill ve dig., 2002b, 2003).
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NO, disik molekiil agirlikli, lipofilik 6zellikte oldugundan dolayr hiicre
membranlarindan kolayca difiizyona ugrayabilen, renksiz ve gaz yapisinda bir
molekiildiir. Ayrica ciftlenmemis elektron tasimasi nedeniyle serbest radikal olarak
kabul edilen NO baska molekiillerle kuvvetli reaksiyonlara girebilen, birka¢ saniye yar1
omrii olan fizyolojik haberci molekiil olarak tanimlanmaktadir (Durner ve Klessig,
1999; Neill ve dig., 2002a). NO tek basina yiiksek konsantrasyonlarda dahi hiicrelere
zarar vermez ancak hiicrelerde kontrolsiiz iiretim ile artan NO, siiperoksit anyonlart ile
reaksiyona girerek peroksinitriti meydana getirmesi sonucunda toksik etki
gostermektedir. NO in reseptor molekiilleri aktive etmedigi, bunun yerine birkag farkli
mekanizma yolu ile hedef molekiillere kovalent olarak baglanarak hiicrelerin yasamasi
icin temel biyokimyasal siireclerden biri olan mitokondrilerdeki solunumu baskiladigi,
demir siilfiir igeren enzimlerle iliskiye girerek bunlarin etkinligini engelledigi ve DNA
da yikimlara yol actig1 da bilinmektedir (Van der Viet ve dig., 1996; Stohr ve Ullrich,
2002).

NO, normal kosullarda bitki hiicrelerinde az miktarda sentezlenip salinmaktadir.
Bitkilerde NO enzimatik ve enzimatik olmayan iki farklt metabolik yol ile
sentezlenmektedir. NO sentezi bitki tiirline, dokusuna, i¢inde bulundugu yetisme
kosullarmma bagli olarak degismektedir. Bitki hiicrelerinde NO iiretim yeri sitosol,
nukleus, peroksizom matriksi ve kloroplastlardir. Enzimatik yollardan biri olan ve
memelilerdeki nitrik oksit sentaza (NOS) benzeyen ancak heniiz tanimlanmamis bir
enzim ile bitki hiicrelerinde L-argininin katalizlenmesi sonucu NO olusmaktadir (Sekil
2.1). Bitkilerde NOS 1n kloroplast ve peroksizomlarda bulundugu rapor edilmistir
(Barroso ve dig. 1999; Pedroso ve dig. 2000 ). Kuo ve dig. (1995) fare NOS
antikorlarin1 kullanarak bugday tohumlarinda NOS varligini1 gostermislerdir. Ayrica bu
yontem kullanilarak bezelye, bugday ve musir bitkilerinde de NOS varligi ile ilgili
calismalar yapilmistir (Sen ve Cheema, 1995; Ribeiro ve dig., 1999). Ninneman ve
Maier (1996) tarafindan yiiksek bitkilerde isaretlenmis sitrullin  olusumunun
gosterilmesinin yanisira, L-NNA (N%-nitro-L-arjinin) ve L-NAME (N"-nitro-L-arjinin
metil ester) gibi inhibitorler kullanilarak NOS aktivitesi kanitlanmistir. Biitiin bu
verilerin yanisira, bazi bitkilerin yaprak ekstratlarinda ve dokunulmamis dokularda

NOS inhibitorlerinin NO sentezi lizerine hicbir etkisi olmadigini savunan arastiricilar da
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bulunmaktadir (Clarke ve dig., 2000; Rockel ve dig., 2002). Diger bir enzimatik yolda
ise yliksek bitkilerde nitrat asimilasyonu i¢in anahtar enzim olan ve nitratin nitrite
dontisiimiinii katalizleyen nitrat rediiktaz (NR), nitritten NO 1 olusturmaktadir (Sekil
2.2). NR m siyaniire duyarli oldugu, optimum pH 6,75 de nitriten NAD(P)H 1
kullanarak in vitro ve in vivo kosullarda NO 1 irettigi kanitlanmistir (Harper, 1981,
Dean ve Harper, 1986; Yamasaki ve Sakihama, 2000). Enzimatik olmayan yol da asidik
pH da askorbat, dehidroaskorbik asit ve NO 1 sentezlemek {izere nitros asitle reaksiyona
girer (Weitzberg ve Lundberg, 1998). Diger bir enzimatik olmayan yol ise 1518a bagiml
olarak NO; in NO e doniisiimiiniin karotinoidler araciligi ile katalizlenmesidir (Cooney

ve dig., 1994).

NO kolaylikla difiize olmasina ragmen, uzun ya da kisa mesafede NO oncii maddeleri
ve vericileri olarak tasinmaktadir (Jackson, 2002). Ornegin, bitki hiicrelerinde NO in
oncii maddesi olan nitritin ksilem yolu ile tasindigi bilinmektedir (Desikan ve dig.,

2002).

Bitkilerde NO ile ilgili bulgular her gegen giin artmaktadir, ancak sinyal
mekanizmasinin siire¢leri hakkinda yine de ¢ok az sey bilinmektedir (Tablo 2.1).
Bilgilerimize goére NO i¢in bugiine kadar spesifik bir reseptoriin varligi
kanitlanamamigtir (Neill ve dig., 2003). Bununla birlikte hiicreler NO e oldukca
duyarlidir ve varliginda g¢esitli hiicresel aktiviteler gergeklesir. NO, sinyal iletim
yolunda ya iyon kanal proteinlerini ve onlarin gen anlatimlarini diizenleyen proteinleri
dogrudan aktive eder ya da protein kinazlar, iyon kanallari, ikincil haberci {iireten
enzimler gibi sinyal proteinlerle dolayli yoldan iliskiye girer (Neill ve dig., 2003;
Crawford ve Guo, 2005). Genellikle NO sinyal mekanizmasi, ikincil haberci olan
cGMP a bagimli ve ¢cGMP dan bagimsiz olarak iki sekilde olusmaktadir (Bogdan,
2001). cGMP a bagiml yolda, GTP dan cGMP sentezini saglayan guanil siklaz (GC)
enzimini aktive ederek, cGMP miktarini arttirir. Boylece artan cGMP miktar1 diger bir
ikincil haberci olan cADPR aktivitesini arttirarak sitosolik kalsiyum diizeylerini
yukseltir. Ayrica hiicre i¢inde cGMP 1 diger bir hedefi de protein kinazlar1 aktive
etmektir (Honda, 2001; Trewavas ve dig., 2002). cGMP dan bagimsiz yolda ise, demir,
bakir, c¢inko gibi metal ya da tiyol igeren proteinler NO in en O6nemli hiicresel

hedefleridir (Beligni ve Lamattina, 2001; Wendehenne ve dig., 2001).
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Tablo. 2.1. NO Biyosentezi ve sinyal mekanizmasi.

L-Arginin NO7, Enzimatik olmayan yol
NOS NR| karotinoid
v
NO" <«—>» NO «» NO

Guanil Siklaz Askorbat

Karotinoid

Polifenoller

GTP Antioksidan enzimler
Diger tiyol igeren bilesikler

cGMP

Biiyiime, cGMP ye bagl
Cimlenme, kinazlar
Hipokotil uzamasi,
Salisilik asit, etilen,
Jasmonat salinimi,
Iyon kanal aktivitesi cADPR
ve savunma ile ilgili
gen ekspresyonu
gibi bazi fizyolojik
etkiler
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2.4. NITRIK OKSITIN BiTKi BUYUME VE GELIiSiMi UZERINE ETKIiSi

NO in bitki biiyiime ve gelismesinde, biyotik ve abiyotik stres kosullarinda muhtemel
rolleri giiniimiize kadar yapilan calismalarin baglica konular1 arasindadir. Bircok
biyolojik siirecte gdrev alan NO hem bitki savunma mekanizmasinda bir sinyal molekiil
olarak hem de biiyiime ve gelismede hormonal 6zelliklere sahip bir bilesik olarak rol
oynamaktadir (Leshem ve Haramaty, 1996; Beligni ve dig., 1997; Dellodenne ve dig.,
1998; Beligni ve Lamattina, 1999a). NO yaprak genislemesi, tohum ¢imlenmesi ve
deetiyolasyonu tesvik ederken, hipokotil ve internod uzamasini inhibe etmektedir
(Beligni ve Lamattina, 2000). Bitki biiyiimesi iizerine NO in etkilerinde
konsantrasyonun son derece onemli oldugu vurgulanmistir (Anderson ve Mansfield,
1979). NO in yiiksek konsantrasyonlarmnin (40-80 pphm) domates, marul ve bezelye
bitkisinde biliylimeyi inhibe ettigi, diisiik konsantrasyonlarmin (0-20 pphm) ise
biliylimeyi tesvik ettigi ileri stiriilmiistiir (Hufton ve dig., 1996; Leshem ve Haramaty,
1996). Takahashi ve Yamasaki (2002) NO in geri doniisiimlii olarak kloroplastlarda
ATP sentezini, elektron transportunu baskiladigini ve NR tarafindan iretilen NO in
fotosentezi inhibe ettigini gdstermislerdir. Buna karsin patates, marul ve Arabidopsis
gibi bazi bitkilere NO vericilerinin uygulanmasi klorofil i¢erigini arttirmaktadir (Beligni
ve Lamattina, 2000). NO in bezelye yapraklarinda 6zellikle bekg¢i hiicrelerinde klorofil
igerigini arttirdii (Leshem ve dig., 1997) ve NO ile islem gormiis yabani tip misir

bitkisinde klorosis olayini inhibe ettigi gosterilmistir (Graziano ve dig., 2002).

Yiiksek bitkilerde NO in endojen bir olgunlasma faktorii oldugu ve antisenesens 6zellik
gosterdigi saptanmistir (Leshem ve dig., 1998). Bezelye yapraklarina NO vericisi
uygulanmasinin etilen biyosentezini inhibe ederek senesensi geciktirdigi kanitlanmistir
(Leshem ve Haramaty, 1996; Leshem, 2001). Sebze ve meyvelerde de NO in senesensi
geciktirdigi ve hasat sonras1 dmrii uzattigi ileri siirilmiistiir (Leshem, 2001). Ayrica NO
in sitokinin ile tesvik edilmis programlanmis hiicre Oliimiinde rol aldig

diisiiniilmektedir (Kakimoto, 1996).

NO in hormonlar gibi primer haberci molekiillerin biyolojik etkilerine aracilik ettigi
bilinmektedir (Neill ve dig., 2002b,c). Ornegin, sitokininin tiitiin, maydanoz ve

Arabidopsis hiicre Kkiiltiiriinde NO sentezini tesvik ettigi (Tun ve dig., 2001) ve
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Amaranthus fidelerinde NO in betalain birikimini tesvik ederek sitokinlerin bazi
etkilerini taklit ettigi gosterilmistir (Scherer ve Holk, 2000). Ayrica, NO ABA ile tesvik
edilmis stoma kapanmasinda gorev almaktadir. Son yillarda ABA in bezelye bekgei
hiicrelerinde NO sentezini tesvik ettigi (Neill ve dig., 2002a), Arabidopsis siispansiyon
kiiltiirlerinde ise etkili olmadigi bildirilmistir (Tun ve dig., 2001). Salatalik bitkisinde
NO vericisi olarak kullanilan SNP ve S-nitroso-N-asetil-penisilamin (SNAP) in adventif
kok gelisimini tesvik ettigi ve oksinle tesvik edilmis kok biiylimesinin, lateral kok
olusumunun c-PTIO uygulanmasi ile inhibe edildigi Pagnussat ve dig. (2002) tarafindan
rapor edilmistir. Bitkilerde NO in hangi fizyolojik ve biyokimyasal olaylar1 etkiledigi

Tablo 2.2 de 6zet halinde verilmistir.

Tablo 2.2. Bitkilerde NO in etkiledigi fizyolojik ve biyokimyasal olaylar.

BUYUME VE GELISME

Cimlenme

Kok Gelisimi

Stoma Hareketi

Senesens ve Programlanmis Hiicre Oliimii (PHO)
Hiicre Duvari Lignifikasyonu

Deetiyolasyon

Hipokotil uzamasi

HUCRESEL BOLUMLERDEKI METABOLIZMASI

e Kloroplast: Klorofil Biyosentezi, fotofosforilasyon
e  Mitokondri: Sitokrom c oksidaz, alternatif oksidaz
e  Peroksizom: Katalaz Diizenlenmesi

HORMONLAR iLE ILISKiSi

e  Absisik asit
e Etilen
e Sitokinin

BiYOTIK STRES
e Asir1 Duyarlilik Cevaplari
o Sistemik Kazanilmig Direng

ABIYOTIK STRES
e  Tuzluluk
e Yiiksek Sicaklik
e  Kuraklik
e  Ultraviyole
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2.5. BiYOTIK VE ABiYOTIiK STRES ILE NITRIiK OKSIT ARASINDAKI
ILiSKi

Eksojen olarak uygulanan NO patojen (Durner ve dig., 1998; Delledonne, 2005), 151k
(Beligni ve Lamattina, 2001), yer¢ekimi (Pedrosa ve Durzan, 2000) ve oksidatif strese
(Beligni ve Lamattina, 1999) karsi bitki cevaplarini etkilemektedir. Durner ve dig.
(1998) bitki asir1 duyarlilik cevaplarinin (ADC; Hypersensitive Response=HR)
tetiklenmesi siirecinde, NO in anahtar sinyal roliine dair kanitlar elde etmislerdir. Asiri
duyarlilik cevabina neden olan tiitiin mozaik virlisii (TMV) ile enfekte olmus tiitiin
bitkisinde NOS aktivitesi tesvik olmustur ve bu aktivite NOS inhibitorleri tarafindan
inhibe edilmistir. Ayrica, NO savunma ile ilgili PR-1 geninin anlatimini ve salisilik asit
(SA) biyosentezini tesvik etmektedir (Draper, 1997). Patojen enfeksiyonu sirasinda asiri
duyarlilik cevabi ile ilgili maddelerden biri olan fitoaleksinlerin birikimi NO vericisi ile
muamele edilmis patates tuberlerinde artis gostermektedir (Noritake ve dig., 1996).
Bitki hiicrelerinde c¢esitli tiirdeki yaralanmalar ile meydana gelen nekrozdan farkli,
genetik olarak belirlenmis ve bazi metabolik olaylarin sonucunda programlanmis hiicre
oliimii (PHO; Programmed Cell Death=PCD) gerceklesmektedir. Programlanmis hiicre
6liimiinde NO in rolii ayrintili olarak incelenmistir. Ornegin, P. syringae pv maculicola
mantari ile enfekte olmus Arabidopsis (tere otu) hiicrelerinde NO programlanmis hiicre

Olimiinii tesvik etmektedir (Clarke ve dig., 2000).

Kuraklik, tuzluluk, diisiik ve yiiksek sicaklik gibi cesitli abiyotik stres kosullar1 altinda
da NO in etkileri arastirilmistir. Bu tip stres kosullar1 altinda aktif oksijen tiirleri (AOT;
Reactive Oxygen Species=ROS) aciga ¢ikmakta ve hiicrelerde bir¢ok oksidatif yikim
olay1 baglamaktadir. Stres kosullar1 altinda sinyal iletim yolunda gorev alan NO aktif
oksijen tiirleri ile karsilikli etkilesim halindedir. NO tarafindan lipid peroksidasyonunun
inhibisyonu, NO in potansiyel antioksidan roliinii isaret etmektedir (Beligni ve
Lamattina, 1999; Boveris ve dig., 2000; Vranova ve dig., 2002). Bitkilerde kuraklik
stresi bliylime, gelisme ve iiriin verimini sinirlayici bir etkendir. Son yillarda NO in
bugday fidelerinde kurakliktan kaynaklanan oksidatif strese karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir (Garcia Mata ve Lamattina, 2001). Kurakliga maruz kalan bitkilerde,
turgor kaybini ardisik, bekgi hiicrelerinde absisik asit NO iiretimini tesvik etmektedir.

Leshem ve Haramaty (1996) bezelye bitkilerinde solma ile NO saliniminin arttigini,
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Magalhaes ve dig. (2000) ise Arabidopsis’de bu calismaya zit sonuglar bulmuslardir.
NO in stoma kapanmasina neden olarak, birkag bitki tiiriinde transpirasyonu indirgedigi
gosterilmistir (Garcia-Mata ve Lamattina, 2001). Ciddi kuraklik stresine kars1 toleransi
arttiran NO in tek basina ¢alismadigi, 6rnegin Arabidopsis’ de stoma kapanmasinda
H,0, ile birlikte c¢alistiklart bulunmustur (Garcia-Mata ve Lamattina, 2001). Ayrica
yapilan ¢alismalarda NO in sicaklik ve soguk stresindeki cevaplar1 da rapor edilmistir.
Yonca bitkisinde kisa siireli sicaklik stresi NO sentezinin artmasina, domates, bugday
ve musirda digtan NO vericilerinin uygulanmasi soguk direncinin olugmasina neden
olmaktadir (Lamattina ve dig., 2001; Leshem, 2001). Soguk ve sicak stresini ardisik,
NO uygulanmasi ile yliksek diizeyde aktif oksijen tiirlerinin birikiminin baskilanmasi,
NO in antioksidan 6zelligini gostermektedir (Neill ve dig., 2002b). Diger cevresel
streslerden biri olan UV 1518a maruz kalan patates tuberlerinde, NO vericileri uygulanan
bitkilerin, kontrole oranla %50 daha saglikli yapraklar icerdikleri gozlenmistir
(Lamattina ve dig., 2001). Buna karsin, An ve dig. (2005) yaptiklar1 calismada UV-B
stresi altinda hem endojen hem de eksojen uygulanan NO in musir yapraklarinda
biiylime ve gelisme siiresince antistres molekiil olarak rol oynamaktan ¢ok, UV-B nin
inhibe ettigi biiyiimede stres sinyal molekiil olarak gorev aldigr ileri siiriilmektedir.
Bitkilerde abiyotik stres etmeni olan kadmiyumun (Cd) olusturdugu oksidatif strese
kars1 aycicegi bitkisinde NO in koruyucu rol oynadigi Laspina ve dig. (2005) tarafindan
rapor edilmistir. Toksik etkisi bilinen kursun (Pb) ve kadmiyum gibi agir metal
etkisinde ¢imlenmenin inhibe oldugu bilinmektedir. Bu inhibisyonun SNP ile &n
muamele sonucu Lupinus luteus tohumlarinda yiiksek oranda geri dondiirtilebildigi

kanitlanmistir (Kopyra ve dig., 2003)

evresel stres kosullar1 altinda, diisiik konsantrasyonlarda NO uygulanmasi bitkilerde
dayanikliligin artmasina neden olmaktadir. Stres cevaplarinda NO in birbirleriyle iliskili
iki farkli mekanizma ile etkili oldugu 6nerilmektedir. Bu mekanizmalardan birinde NO,
farkli stres kosullar1 tarafindan olusturulan aktif oksijen tiirlerine karst dogrudan
antioksidan etki gostermektedir. NO hizli bir sekilde siliperoksit radikalleri ile
reaksiyona girerek peroksinitriti olusturmaktadir. Peroksinitrit ve peroksinitritin
protonlanmis formlar1 okside edici ajanlar olmakla beraber, bu formlar peroksidlerden
daha az toksiktir, boylece sinirli sayida hiicre yaralanmasi gergeklesmektedir (Wink ve

dig., 1993). Bir baska sekilde, peroksinitrit H,O, ile reaksiyona girerek iiriin olarak
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nitrit iyonlarimi ve oksijeni vermektedir (Martinez ve dig., 2000). Soya embriyonik
siispansiyon kiiltiirlerinde NO in siliperoksit oranin1 kayda deger oOlclide azalttifi
gosterilmistir (Caro ve Puntarulo, 1998). Diger bir mekanizmada ise, NO sinyal
molekiil olarak gen ekspresyonu diizeyinde islev goérmektedir (Wendehenne ve dig.,
2001). Bu mekanizma ¢cGMP/Ca"" a bagimli yolun aktivasyonunu ve aktif oksijen
tiirleri ile karsilikl etkilesimini icermektedir (Klessig ve dig., 2000; Delledonne ve dig.,
2001).

2.6. NITRIK OKSIT VE TUZ STRESI ARASINDAKI ILiSKI

En Onemli stres etmenlerinden biri olan toprak tuzlulugu bitki biiyiime ve gelismesi,
iirlin nitelik ve niceligini olumsuz sekilde etkilemektedir. Burada tuz stresi ister osmotik
isterse spesifik iyon etkisi ile olsun sonucta hiicrelere zarar veren ya da hiicreleri
oldiiren aktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden olur (Mittova ve dig., 2002). Aktif
oksijen tiirlerinin zararlarina, bitkiler sahip olduklar1 antioksidan koruma sistemleri ile
kars1 koyarlar. Bitkilerde koruma sistemi ¢alismadig1 ya da yetersiz oldugu zaman bitki
hiicrelerinde 6liim gergeklesir. Tuz stresi etkisi ile bitkiler antioksidan metabolitlerin
(antosiyanin, karotinoid, a-tokoferol, poliamin, flavonoidler vb.) sentezlerini
hizlandirmalar1 yaninda antioksidan enzimlerin aktivitelerini de arttirirlar (Parida ve
dig., 2005). Bu yol ile bitkiler aktif oksijen tiirlerinin zararlarina kars1 dayaniklilik

kazanirlar.

Bitkilerde 6nemli bir sinyal molekiil olan NO in tuz stresine kars1 toleransda etkili bir
rol oynadig1 smirl sayidaki arastirici tarafindan incelenmeye calisilmistir (Uchida ve
dig., 2002; Zhao ve dig., 2004). Yapilan bu calismalarda, NO in tuz stresi ile iligkisi
cesitli biyokimyasal ve fizyolojik parametrelere bakilarak arastirilmistir. Gould ve dig.
(2003) nin yaptiklar1 ¢calismada yliksek sicaklik, osmotik stres ve tuzluluga maruz kalan
tiitlin hiicrelerinde hizli ve ani bir sekilde i¢sel NO olusumu saptanmistir. Bu ¢alismada
i¢gsel NO olusumu 250 mM NaCl uygulanan tiitlin bitkilerinde floresans 6zellikte DAF-
2 boyasi ile gosterilmistir. Ayrica uygulanan c-PTIO tarafindan i¢sel NO in tutuldugu
bulunmustur ve distan uygulanan SNP nin olusturdugu NO i c-PTIO nun tamamen
inhibe edemedigi DAF-2 boyamasi ile gozlenmistir. Gould ve dig. (2003) hipotezine

gore c-PTIO nun inaktivasyon kinetiginin yavas olmasindan dolay1, distan verilen NO 1
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tamamen ortadan kaldiramamaktadir. Diger bir ¢alismada ise, NO ve H,O; ile 2 giin 6n
islem gormiis piring fidelerinde tuza karsi toleransin arttigi Uchida ve dig. (2002)
tarafindan kanitlanmistir. Bu ¢alismanin bulgularinda ise SNP ile 6n islem sonucu tuz
ortaminda yesil alan yiizdesi artmaktadir, SNP ile 6n islemden hemen sonra ise 6zellikle
askorbat peroksidaz, guaiacol peroksidaz ve superoksit distumaz aktivitelerinde
kontrole oranla onemli bir artis oldugu bulunmustur. NO in tuz stresi altinda bozulan
iyon dengesi Tlzerine etkisi ise Zhao ve dig. (2004) nin yaptiklar1 caligmada
incelenmistir. Tuza farkli diren¢ gosteren kumul ve bataklik sazi bitkilerinde yapilan
calismada tuz etkisi ile Na" oraninin artip, K" ve Ca™" oraninim azaldig1, bu etkinin ise
SNP tarafindan tersine c¢evrildigi gosterilmistir. Bu arastiricilarin ¢alismasi sonucunda
NO in proton pompalanmasinda gorev alan plazma membrant ATPaz larinin aktivitesi
ile beraber K'/Na" oranini arttirarak tuza direng mekanizmasinda sinyal molekiil olarak

gorev aldigi belirlenmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKISEL MATERYALIN SECIMIi

Bu tez calismasinda deney materyali olarak Fabaceae familyasina ait May Tohum
firmasindan temin edilen A-3935 kodlu Glycine max L. (soya fasulyesi) tohumlari
kullanilmistir.  Soya fasulyesinin orta derecede tuzluluga dayanikli, kolay
yetistirilebilen, epigeik ¢imlenme 6zelligine sahip monokarpik bir kiiltiir bitkisi olmasi
materyal olarak se¢iminde etkili olmustur. G. max’in besin degeri bakimindan 6nemli
bir gida maddesi oldugu bilinmektedir. Ozellikle omega-3 yag asidi olarak da bilinen
linolenik asit yoniinden oldukc¢a zengindir. Bugiin, diinyada yaklasik 79.000.000
hektarlik alanda soya tarimi yapilmakta ve yillik 180.000.000 ton civarinda bir iiretim
gerceklesmektedir. Ulkemizde ise, Karadeniz bolgesinde, Ordu ve Samsun illerinin
yaninda, Akdeniz bolgesinde Antalya ve Cukurova bélgelerinde ekimi yapilmaktadir

(Babaoglu, 2003).

3.2. Glycine max L. FIDELERININ YETISTiRILMESI

Bir gece suda bekletilen soya tohumlari petriye dizilerek 3 giin boyunca 25+2 °C lik
etiivde ¢imlenmeye birakildi. Cimlenen tohumlar 6 giinliikk fide olana kadar 12 saat
fotoperiyod altinda 25+2 °C sicaklikta 6000 luks 1s1k siddetindeki biliyiime odasinda
perlit ortaminda, 2 Hoagland ¢ozeltisi ile giin asir1 sulanarak yetistirildi. 6 giinliik
fidelerin 6n muamele islemi kahverengi siselerde 2 giin boyunca, 2 Hoagland ¢ozeltisi
icinde hazirlanan 0.01, 1, 100 uM konsantrasyonlardaki NO vericisi sodyum
nitroprussid (SNP) ve NO yakalayicis1 1 uM c-PTIO [2-(4-karboksi-fenil)-4,5-dihidro-
4,4,5,5-tetrametil-1H-imidazol-1-oksi-3-oksit potasyum tuzu] + 1 pM SNP ile yapildi.
Daha sonra bu fideler 2 Hoagland ¢6zeltisinde hazirlanan 100 mM NaCl ortamina
alindi. Diger bir seride 1 uM c¢-PTIO 100 mM NaCl ile birlikte uygulandi. Kontrol
grubu olarak da 2 Hoagland besin ¢ozeltisi i¢inde yetisen bitkiler alindi. SNP ile 6n
islem gérmemis sadece tuz uygulanan bitkiler 100 mM NacCl serisi olarak kullanildi.
Tiim bu serilerde yetigen bitkiler tuz uygulanmasini ardisik 11. giinde hasat edilerek,

kotiledon ve 1. yapraklarinda ilgili metodlar kullanilarak ¢esitli parametreler incelendi.
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3.3. CIMLENME YUZDESI

Deney materyali olan soya fasulyesi tohumlar1 bir gece 0.01, 1, 100 uM SNP
konsantrasyonlar1 ile muamele edildi. SNP ile 6n islem gormiis tohumlarin tuzlu
ortamdaki ¢imlenme yiizdelerini gozlemlemek amaciyla esit sayidaki tohumlar icinde
100 mM NaCl ve %2 Hoagland ¢ozeltisi bulunan petrilerde 25 °C lik etiivde ¢imlenmeye

birakildi. 2. giiniin sonunda ¢imlenme oranlar1 % cinsinden hesaplandi.

3.4. ORANSAL SU ICERIiGI (OSi) TAYINI

Barr ve dig. (1962) ne gore farkli deney gruplarina ait yaprak drneklerinin orta damara
uzak boélgelerinden diskler cikartilip taze agirliklari alinarak (T.A.), deiyonize su
bulunan petri kaplarinda 24 saat bekletildi. Deiyonize su i¢inde turgorlu (TR.A.) hale
gelen Orneklerin agirliklar: alindi. Daha sonra 6rneklerin kuru agirliklar (K.A.) 4 giin
80 °C lik etiivde bekletilerek tayin edildi. Elde edilen agirliklar asagidaki formiilde

yerine konularak oransal su icerigi (OSI) % cinsinden hesaplandi.

TA. - KA.
OSI (%) = x 100
TRA - KA.

3.5. KLOROFIL TAYINi

Klorofil tayini yapilacak olan materyalin taze agirlig1 alinarak bir miktar CaCOj tozu ile
% 90 aseton i¢inde ekstre edildi. Ekstreler 24 saat boyunca +4 °C de bekletildikten
sonra 3000 g de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra iist sivi (supernatant)
spektrofotometrede 480, 630, 645, 665 ve 750 nm dalga boylarinda absorbsiyon
degerleri Olciilerek herbir 6rnegin klorofil a, b, ve karotinoid igerikleri pg/ g.T.A.
cinsinden tayin edildi (Parsons ve Strickland, 1963).
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3.6. TOTAL COZUNEBILIR PROTEIN MIiKTARININ TAYINi

Taze agirligr alinan materyal pH 7 fosfat tamponu i¢inde soguk havanlarda homojen
hale gelene kadar ekstre edildi. Mikrotiiplere alinan homojenatlar 13000 devir/dakika, 4
°C de 30 dakika santrifiij edildi. Suda ¢6ziinen proteinleri igeren tist sivi alinarak protein
miktar1 Olglilmek tizere -20 °C de saklandi. Protein miktarinin belirlenmesi Bradford
(1976) yontemi kullanilarak yapildi. Total protein miktarinin hesaplanmasi bovine
serum albuminin (BSA) farkli konsantrasyonlarindan hazirlanan standart egride

absorbsiyona karsilik gelen protein miktar1 pg/ml olarak belirlendi.

3.7. PEROKSIDAZ AKTIiVITESININ TAYINi

Birecka ve dig. (1973) nin yontemine gore peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi igin
taze agirliklar alinan bitki kisimlart pH 7 fosfat tamponunda ekstraksiyonu ardisik,
13000 devir/dakika, 4°C de 30 dakika santrifiij edildi. Olgiim yapilana kadar drnekler
-20 °C de saklandi. Peroksidaz aktivitesinin spektrofotometrik 6l¢iimii i¢cin 5 mM H,0,
ve 15 mM guaiacol bulunan 1 ml 0.1 M pH 7 fosfat tamponu {izerine {ist sividan 80 pl
eklendi. Hazirlanan karigimin 2 dakika igerisinde 10 saniye araliklarla 470 nm dalga
boyunda absorbsiyonu oOl¢iildii. Sonu¢ olarak peroksidaz enziminin aktivitesi

AA/g. T.A.dk. cinsinden tayin edildi.

3.8. PROLIN TAYIiNi

Bates ve dig. (1973) ne gore taze agirliklart alinan yaprak ornekleri %3 siilfosalisilik
asit icinde homojenize edildi. Whatman 2 filtre kagidindan siiziilen esktratin 2 ml si, 2
ml asit ninhidrin ve 2 ml glasiyal asetik asit igeren kapakli test tiiplerinde 1 saat 100 °C
lik su banyosunda tutuldu. Reaksiyon buz banyosunda tamamlandi. Reaksiyon ortamina
4 ml toluen ilave edilerek karistirildi. Toluen kor olarak kullanildi ve {ist s1vi 520 nm de
oOl¢iildii. Standart olarak L-prolin kullanildi. Sonuglar pmol prolin/g.T.A. olarak
hesaplandi.
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3.9. ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR

Aragtirmada deneyler en az 3 tekrar seklinde yapilmis olup, standart hatalar1 asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplanmustir.

X: Y X/ N

X: Aritmetik ortalam

> Xi: Degerlerin toplami (birinciden N’inciye kadar degiskenin biitiin degerlerinin
toplami)

N: Tekrarlanan deney sayisi

S=VYX;/N

S: Standart sapma

Standart Hata: S / VN
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda soya tohumlar1 petrilerde ¢imlendirildikten sonra perlitte 6 giinliik
fide oluncaya kadar biiyiitiildii. Bu periyot sonunda kotiledon ve ilk yapraklari ¢ikan
fideler su kiiltiiriine aliarak 2 giin NO vericisi olan SNP ile muamele edildi. Islem
sonras1 kontrol, 100 mM NaCl, 100 mM NaCl+c-PTIO ve SNP konsantrasyonlari
karsilagtirildiginda biiyiimede kaydadeger bir farklilik goriilmemistir (Sekil 4.1).

KONTROT, 100 mM NaCl 1 pM ¢ PTIO 0.01 (M SNP | 1 pMSNP  [1 pM PTIO 100 pif SNP
+ +
' 100 mM NaCl 1 1M SNP
i

Sekil 4.1. Kontrol, 100 mM NacCl, 1 uM c-PTIO + 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 pM SNP,
1 uM SNP+1 uM ¢-PTIO, 100 uM SNP konsantrasyonlarinda 2 giin 6n islem gormiis soya
fidelerinin biiyiimesi iizerine tuzun etkisi

Sekil 4.1 de tuz uygulanmis biitiin serilerin kontrole oranla boylarinda bir kisalma ve
yaprak sayisinda azalma gozlenmistir. Tuz etkisinde 6zellikle 1. yapraklarda klorosis ve
yaprak genisliginde azalma belirgindir. 100 mM NaCl ve 0.01, 1, 100 uM SNP ile 6n
islem gormis seriler karsilastirildiginda azalan konsantrasyona bagli olarak tuzun

etkilerinde bir miktar iyilesme tespit edilmistir. Ozellikle 0.01 ve 1 uM SNP de klorofil
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kaybinda onemli 6l¢iide azalis izlenmektedir. NO tutucusu olan ¢-PTIO ile SNP beraber
uygulandiginda ise 1 uM SNP de gozlenen iyilesmenin engellendigi belirlenmistir. c-
PTIO ile NaCl iin beraber verildigi seride tuzun etkileri daha belirgin sekilde

goriilmektedir.

4.1. CIMLENME YUZDESI

Farkli SNP konsantrasyonlarinda ve kontrol olarak distile suda bir gece sismeye
birakilan tohumlar, 100 mM NaCl igeren 2 Hoagland ¢dzeltisi icinde ¢imlendirilmek
tizere 15 cm c¢apindaki petrilere ekilmistir. 48 saat sonunda petrilerdeki soya

tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri Tablo 4.1 ve Sekil 4.2 de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP,1 uM SNP, 100 pM SNP konsantrasyonlari
ile 6n iglem gormiis tohumlarin ¢imlenme yiizdesi.

DENEY SERILERI Cimlenme Orani (%)
Kontrol 81.66
100 mM NacCl 68.45
0.01 uM SNP 74.40
1 uM SNP 71.43
100 uM SNP 79.17

Tablo 4.1 den de goriildiigii gibi SNP ile islem gérmemis 100 mM NacCl serisi sadece
Hoagland besin ¢ozeltisi iceren kontrol grubu ile karsilastirildiginda tuz stresinin
¢imlenen soya tohumlarinin sayisinda azalmalara neden oldugu saptanmistir. Halbuki
artan SNP konsantrasyonlar1 ile 6n islem gérmiis ve sonra tuz ortamina alinmis soya
tohumlarinin 100 mM NacCl serisine gore ¢imlenmelerinin énemli miktarlarda arttig1
kaydedilmistir. Cimlenme {izerine en belirgin konsantrasyonun 100 uM SNP oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari
ile 6n iglem gérmiis tohumlarin ¢imlenme ylizdesi.

Sekil 4.2 de izlendigi gibi 48 saat sonunda 100 mM NaCl uygulanmasi, kontrole gore
soya tohumlarmin ¢imlenme yiizdesi {lizerinde %16 inhibisyona yol agmaktadir. Tuz
stresinin ¢imlenme {izerine olan bu inhibe edici etkisinin artan SNP konsantrasyonlari
tarafindan sirast ile %9, %4 ve %16 oraninda tersine cevrildigi ve o6zellikle 100 uM

SNP de belirgin oranda artip Hoagland’a yakin bir deger gosterdigi bulunmustur.

4.2. ORANSAL SU iCERIGi

Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP,1 uM SNP+1 uM c-
PTIO ile o6n islem goérmiis sonra 100 mM NaCl igeren )2 Hoagland ortaminda
yetistirilen 19 giinliikk soya fidelerinin 1. yapraklarindan alinan disklerde oransal su

icerigi tayini yapilmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.2 ve Sekil 4.3 de gdsterilmistir.

Tablo 4.2 de bitkilerin 1. yapraklarinin oransal su igeriklerine ait veriler incelendiginde,
100 mM NaCl uygulanan seride kontrole gore bir azalma meydana gelmektedir. Bu
azalma SNP konsantrasyonlar1 ile bir miktar artirilsa bile yine de kontrol serisinin
degerlerinin altindadir. 1. yapraklardaki oransal su igeriginde en fazla artis 0.01 uM

SNP uygulanmasi ile elde edilmigtir. Ortamdaki NO i tutma 6zelligine sahip 1 pM
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c-PTIO, 1 uM SNP ile birlikte uygulandiginda ise oransal su igeriginde meydana gelen

artts hemen hemen 100 mM NaCl grubundaki fidelerin degerlerine ulagmistir.

Tablo 4.2. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM SNP+1 puM c-PTIO
100 uM SNP ile 6n islem gormiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1.
yapraklarinin oransal su igerigine ait degerlerin karsilagtiriimasi.

DENEY SERILERI 0SI (%)
Kontrol 94,53 + 0,790
100 mM NaCl 80,94 + 1,540
0.01 uM SNP 85.23 0,614
I uM SNP 83,81 + 1,108
1 uM SNP+1 uM ¢-PTIO 81,86 + 0,81
100 uM SNP 81,13 + 1,65
120 -
100 -
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Kontrol 100 mM NaCl 0.01 pM SNP 1 uM SNP 1 uM SNP+1 100 uM SNP
UM c-PTIO

Sekil 4.3. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM SNP+1 uM ¢-PTIO
100 uM SNP ile 6n iglem gérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1.
yapraklarinin oransal su igeriklerine ait degerlerin degisimi.
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Sekil 4.3 de oransal su igerigine ait degerler incelendiginde kontrole gére 100 mM NaCl
uygulamasinda %14 liik bir azalma, 0.01 ve 1 uM SNP konsantrasyonlarinda 100 mM
NaCl serisine gore sirastyla %5 ve %4 oraninda bir artis elde edilmigtir. 100 uM SNP

uygulamasinda ise sadece tuz uygulanan seri ile yakin degerler bulunmustur.

4.3. KLOROFIL MIKTARI

Kontrol, 100 mM NaCl ve farkli konsantrasyonlardaki SNP ile 6n islem gormiis daha
sonra 11 giin boyunca 100 mM NacCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin kotiledon ve
1. yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve total klorofil igerikleri tayin edilmistir.
Kotiledonlardaki klorofil a, klorofil b ve total klorofil icerigindeki degisiklikler Tablo

4.3 ve sadece total klorofil icerigine ait veriler ise Sekil 4.4 de gosterilmistir.

Tablo.4.3. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari
ile 6n islem gérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki
klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarlarinin karsilastirilmasi.

DENEY Total Klorofil
SERILERI Klorofil a (ug Kl/g. T.A.) Klorofil b (ug Kl/g.T.A.) (ng Kl/g. T.A.)
Kontrol 346 + 25,67 141 £ 6,91 487 + 31,91
100 mM NacCl 236 + 16,55 127 +7,42 363 +£22.76
0.01 uM SNP 369 + 18,67 161 +6,19 530 £ 24,17
1 uM SNP 340 + 23,27 146 + 5,26 486 + 28,09
100 uM SNP 223 + 31,44 116 £ 11,37 339+ 4221

Tablo 4.3 deki degerlerin incelenmesinden anlagilacagi gibi 100 mM NaCl ortaminda
yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki klorofil a, klorofil b ve total klorofil
miktarlar1 kontrole oranla oldukga diislik seviyelerde seyretmektedir. Buna karsilik 0.01
ve 1 uM SNP ile islem gormiis ve daha sonra tuz stresine maruz kalmis kotiledonlarin
klorofil igeriklerinin, 100 mM NaCl grubundaki fidelerin kotiledonlarindaki klorofil
miktarina gore kaydadeger bir artis gostermesi dikkat ¢ekicidir, ancak 100 uM SNP de

kontroliin altinda degerler elde edilmistir.
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Sekil 4.4. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 pM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari
ile 6n islem gérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki
total klorofil miktarlarinin degisimi.

Materyal ve metod kisminda anlatildigi sekilde yetistirilen soya fidelerinin
kotiledonlarinda sadece total klorofil miktarlarina ait degerler Sekil 4.4 de verilmistir.
Degerler incelendiginde kontrol grubundaki kotiledonlarin total klorofil miktarlarina
gore, 100 mM NaCl deki bitkilerin kotiledonlarindaki klorofil miktarinin %26 oraninda
azaldigr goriilmektedir. Buna karsilik farkli SNP konsantrasyonlari ile islem gormiis
deney serileri, 100 mM NaCl ile karsilastirildiginda kotiledonlardaki total klorofil
miktar1 en fazla 0.01 pM SNP de %46 oraninda bir artis gdstermektedir.

Tuz stresi altindaki soya fidelerinin 1. yapraklarindaki klorofil a, klorofil b ve total
klorofil igeriklerindeki degisimler Tablo 4.4 de, Sekil 4.5 de ise sadece total klorofil

miktarlar1 belirtilmistir.
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Tablo 4.4. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari
ile 6n iglem gérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki
klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarlarinin karsilagtirilmast.

DENEY Total Klorofil
SERILERI Klorofil a (ug Kl/g.T.A.) Klorofil b (ug KI/g.T.A.) (ug Kl/g.T.A.)
Kontrol 2379 £118,92 815+ 48,54 3194 + 155,06
100 mM NacCl 1442 + 80,92 515+2595 1957 £ 106,52
0.01 uM SNP 1741 + 38,75 607 £11,93 2348 £ 50,16
1 uM SNP 1528 + 31,26 531+11,71 2059 + 41,19
100 uM SNP 1485 + 40,26 497 + 12,44 1982 + 51,59

Tablo 4.4 den izlendigi gibi, 100 mM NaCl grubundaki fidelerin 1. yapraklarindaki
klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarlar1 kontrol grubuna goére dikkat cekici
sekilde azalmigtir. Bununla birlikte siras1 ile 0.01, 1 ve 100 uM SNP konsantrasyonlari
ile 6n islem gormiis ve daha sonra 100 mM NaCl uygulanmig soya fidelerinin 1.
yapraklarindaki klorofil a ve total klorofil degerlerine ait veriler sadece tuz stresine
4000 ~
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Sekil 4.5. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 pM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari
ile 6n islem gérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarmdaki
total klorofil miktarlarinin degisimi.
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maruz kalmig 100 mM NaCl grubundaki fidelerin degerlerinden daha yiiksektir. 1.
yapraklardaki klorofil a, klorofil b ve total klorofil igeriklerine ait sonuclar i¢inde, en
fazla artis 0.01uM SNP de iken, sadece 100 pM SNP de klorofil b igerikleri 100 mM

NaCl nin biraz altinda kalmstir.

Hoagland besin ¢ozeltisinde yetistirilen kontrol grubu soya fidelerine gére, 100 mM
NaCl uygulanmasi sonucunda 1. yapraklarindaki total klorofil igerigi %39 oraninda
inhibe olurken, bu inhibisyon o6zellikle 0.01uM SNP de %20 oraninda bir artis ile
tersine ¢evrilmistir (Sekil 4.5).

Kotiledon ve 1. yapraklarda meydana gelen klorofil miktarindaki inhibisyon kontrole
oranla 100 mM NaCl serisinde 1. yapraklarda daha fazla bulunmustur. Bu azalma
kotiledonlarda %26, yapraklarda ise %39 oranindadir. Her iki bitki kisminda klorofil
kaybin1 oOnlemede en etkin konsantrasyon 0.01 uM SNP olmakla birlikte, 1.
yapraklardaki klorofil miktar1 uygulanan SNP konsantrasyonlarinda kontroliin

altindadir.

4.4. KAROTINOID MiKTARI

Bitkilerde, kotiledon ve yapraklara yesil rengi veren klorofil pigmentinin yani sira
koruyucu 6zellik tasiyan sari-turuncu renklerden sorumlu karotinoid pigmenti de yer
almaktadir. Bu pigmentin icerigindeki degisiklikler ile tuz stresi arasinda bir iligki de
mevcuttur. Bu amagla degisik SNP konsantrasyonlart igeren besin ¢dzeltisinde
yetistirilen ve sonra tuz stresine maruz birakilan soya bitkisinin kotiledonlarindaki
karotinoid miktarina ait degisim Ol¢iilmiis ve elde edilen degerler Tablo 4.5, Sekil 4.6

da gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari
ile 6n iglem goérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki
karotinoid miktarlarinin karsilastirilmasi.

DENEY SERILERI Karotinoid miktari (ug/g.T.A.)
Kontrol 149 + 10.51
100 mM NaCl 125 + 10.25
0.01 uM SNP 156 + 5.77
1 uM SNP 150 + 8.36
100 uM SNP 111 + 13.05
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Sekil. 4.6. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 pM SNP konsantrasyonlari
ile On islem gérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki
karotinoid miktarlarinin degisimi.

Tablo 4.5 ve Sekil 4.6 dan da anlasilacag1 gibi kontrol ile kiyaslandiginda, 100 mM
NaCl uygulanmas1 sonucu karotinoid miktar1 %16 oraninda azalmaktadir. Buna karsin

0.01, T uM SNP muamelesi tuzun meydana getirdigi karotinoid miktarndaki
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inhibisyonu sirast ile %25, %20 oraninda geriletmistir. 100 pM SNP de ise hem kontrol
hem de 100 mM NaCl deki bitkilerin kotiledonlarindaki karotinoid degerlerinin altinda

sonuclar elde edilmistir.

100 mM NaCl igeren besin ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki
yapraklarda yardimci pigment olarak gorev alan karotinoid miktar1 {lizerine farkli
konsantrasyonlardaki SNP in etkisi Tablo 4.6 da karsilastirilip, Sekil 4.7 de histogram

halinde 6zetlenmistir.

Tablo 4.6. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari
ile 6n islem gérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki
karotinoid miktarlarinin karsilastirilmasi.

DENEY SERILERI Karotinoid Miktari (ug/g.T.A.)
Kontrol 931 +42,72
100 mM NaCl 600 + 35,16
0.01 uM SNP 754 + 16,7
| uM SNP 683 £ 14,52
100 uM SNP 664 £ 13,65

Tablo 4.6 ve Sekil 4.7 den de izlendigi gibi kontrole oranla 100 mM NaCl grubunda
karotinoid miktar1 1. yapraklarda %36 oraninda azalmistir. 100 mM NaCl e oranla
karotinoid miktar1 0.01, 1 ve 100 uM SNP konsantrasyonlarinda sirasi ile %26, %14,
%11 oraninda artmaktadir. Kontrol ile kiyaslandiginda ise her {ic SNP

konsantrasyonundaki karotinoid miktarinda azalma gozlenmektedir.
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Sekil. 4.7. Kontrol, 100 mM NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 pM SNP konsantrasyonlari
ile 6n islem gormiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki
karotinoid miktarlarinin degisimi.

Kotiledon ve 1. yapraklardaki karotinoid miktarindaki inhibisyon kiyaslandiginda
kontrole oranla 100 mM NacCl serisinde 1. yapraklarda daha fazla azalma bulunmustur.
Bu azalma kotiledonlarda %16, 1. yapraklarda ise %36 oranindadir. Her iki bitki
kisminda karotinoid kaybini dnlemede en etkin konsantrasyonun 0.01 pM SNP oldugu

saptanmuigtir.

4.5. PROTEIN MIKTARI

Stres kosullar1 altinda proteinlerin yikildig:1 bilinmekle beraber, son yillarda bazi stres
proteinlerinin sentezlendigi de bulunmustur. Bu calismada da, tuz stresine maruz
birakilan soya bitkisinin kotiledon ve 1. yapraklarinda total ¢6ziinebilir proteinlerin
tayini Bio-Rad metoduna gore yapilmistir. Kotiledonlara ait protein igerigi Tablo 4.7 ve

Sekil 4.8 gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c-PTIO+NaCl ve 0.01 uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM
c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n muamele edilmis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki total protein miktarlarmin

karsilastirilmasi.
DENEY SERILERI TOTAL PROTEIN MIKTARI (ug/ml)
Kontrol 644,70 +20,0
100 mM NaCl 761,28 + 21,12
1 uM c-PTIO+100 mM NaCl 798,19 + 20,05
0.01 uM SNP 662,72 £ 15,58
1 uM SNP 689,82 + 16,23
1 uM c-PTIO+1 uM SNP 789,88 + 45,62
100 uM SNP 674,42 + 28,45

Tablo 4.7 den izlendigi gibi kontrol grubu kotiledonlarina oranla tuz uygulanmis tiim
serilerde protein iceriginde bir artis gozlenmistir, ancak 100 mM NaCl, 100 mM NaCl +
c-PTIO ve 1puM SNP+1uM c¢-PTIO uygulanmis serilerde bu artis kontrole oranla
kaydadeger sekilde daha fazla bulunmustur.

900 -

800 -

T 700 -
Ed

= 600
z

2 500
=

5 400 -
e

& 300
<
°

=200

100 -

0 -

Kontrol 100 mM 1 uM c- 0.01 uM uM 1 uM c- 100 uM
NaCl  PTIO+100  SNP SNP PTIO+] SNP
mM NaCl uM SNP

Sekil 4.8. Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c¢-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM
c-PTIO +1 pM SNP, 100 pM SNP konsantrasyonlart ile 6n islem gérmiis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin kotiledonlarindaki total protein miktarlarinin degisimi.
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Sekil 4.8 deki 100 mM NaCl, 100 mM NaCl + 1 uM ¢-PTIO ve 1 uM SNP + 1 uM c-
PTIO serilerine ait protein miktarlari siras1 ile %18, %24 ve %23 oraninda kontrole gore
artmaktadir. 0,01, 1, 100 uM SNP ile 6n islem goérmiis ve tuz ortaminda yetisen soya
bitkilerinin kotiledonlarindaki protein miktar1 100 mM NacCl serisi ile kiyaslandiginda

strast ile %13, %9 ve %11 oraninda azalma gdstermistir.

Kotiledonlardaki protein miktarindaki artiga paralel sekilde tuz uygulanmis serilerdeki
fidelerin 1. yapraklarinda da protein miktarinda artis bulunmustur. 1. yapraklardaki

protein miktarina ait veriler Tablo 4.8 ve Sekil 4.9 da belirtilmistir.

1. yapraklardaki protein icerigi kotiledonlara oranla daha az miktarlarda seyretmektedir.
Kontrole oranlal00 mM NaCl de %9, 100 mM NaCl + 1 uM c-PTIO da %13 ve 1 uM
SNP + 1 uM ¢-PTIO da %7 lik bir artis bulunmustur (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM ¢-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM
c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n muamele edilmis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki total protein miktarlarinin

karsilagtirilmasi.

DENEY SERILERI TOTAL PROTEIN MIKTARI(ug/ml)
Kontrol 950,01 +£22,00

100 mM NaCl 1036,44 + 18,15

1 uM ¢-PTIO+100 mM NaCl 1069,09 + 13,44

0.01 uM SNP 973,62 + 34,45

1 uM SNP 997,14 + 22,2

1 uM c-PTIO+1 uM SNP 1018,47 + 13,8

100 uM SNP 981,85 £ 7,69
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Sekil 4.9. Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM ¢-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM
c-PTIO +1 pM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n islem gérmiis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki total protein miktarlarinin degisimi.

Sekil 4.9 dan da izlendigi gibi SNP ile 6n islem gérmiis serilerde 100 mM NaCl e oranla
protein icerigi 0,01 uM SNP de %6, 1 uM SNP de %4 ve 100 uM SNP de ise %5

oraninda azalmistir.

4.6. PEROKSIDAZ AKTIVITESI

Cesitli stres olaylar1 sirasinda ortaya c¢ikan serbest oksijen radikallerini ortadan
kaldirmak iizere hiicrelerde bir takim enzimler sentezlenmektedir. Tuz stresi sirasinda
da olusan serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi amaciyla peroksidaz enziminin
aktivitesinin artti31 bilinmektedir. Kotiledonlardaki bu enzime ait aktivite degisimleri

Tablo 4.9 ve Sekil 4.10 da verilmistir.
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Tablo 4.9. Kontrol, 100 mM NaCl, 1 pM c-PTIO+NaCl ve 0.01puM SNP, 1 uM SNP, 100 pM
SNP konsantrasyonlari ile 6n iglem gérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya
fidelerinin kotiledonlarindaki peroksidaz aktivitesinin kargilagtiriimasi.

DENEY SERILERI POD AKTIVITESI (AA/g.T.A.dk.)
Kontrol 50,194 + 1,70
100 mM NaCl 72,279 + 3,80
1 uM ¢-PTIO+100 mM NaCl 54,944 + 1,60
0.01 uM SNP 60,734 +2.32
1 uM SNP 65,327 + 2,00
100 uM SNP 70,531 + 3,71
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Sekil 4.10. Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c¢-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 100 uM
SNP konsantrasyonlari ile 6n iglem gérmiis 100 mM NaCl ortaminda yetistirilen soya
fidelerinin kotiledonlarindaki peroksidaz aktivitesinin degisimi.

Tablo 4.9 ve Sekil 4.10 da goriildiigi gibi 100 mM NaCl uygulanmis seride kontrole
gore POD aktivitesi %44 oraninda artmaktadir. NO tutucusu olan c-PTIO 100 mM
NaCl ile birlikte uygulandiginda POD aktivitesi kontrole oranla %10 oraninda artmakta,
100 mM NaCl e oranla ise %24 oraninda azalmaktadir. SNP uygulanan serilerde POD

aktivitesi konsantrasyon azaldikca diismektedir.
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1. yapraklardaki peroksidaz aktivitesindeki degisim Tablo 4.10 ve Sekil 4.11 de
gosterilmistir.
Tablo 4.10. Kontrol, 100 mM NacCl, 1 pM c-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 pM

c-PTIO +1 pM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n muamele edilmis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki peroksidaz aktivitesinin

kargilagtirilmasi.
DENEY SERILERI POD AKTIVITESI (AA/g.T.A.dk.)
Kontrol 61,971 £237
100 mM NaCl 73,76 £ 1,55
1 uM ¢c-PTIO+100 mM NaCl 60,345 £ 1,20
0.01 uM SNP 64,626 + 1,93
1 uM SNP 68,005 + 1,89
1 uM c-PTIO+1 uM SNP 72,508 + 3,25
100 uM SNP 71,3 + 1,97
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Sekil 4.11. Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c-PTIO+NaCl ve 0.01 pM SNP, 1 uM SNP, 1 uM
¢c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n islem gérmiis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki peroksidaz aktivitesinin degisimi.
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Kotiledonlardaki enzim aktivitesine benzer sekilde Tablo 4.10 ve Sekil 4.11 de izlendigi
gibi 1. yapraklarda da peroksidaz enzim aktivitesi stres ortaminda bir artis gostermistir.
100 mM NacCl, 0.01 uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM SNP + 1 uM c-PTIO ve 100 uM SNP
kontrol ile kiyaslandiginda sirasi ile %19, %4, %10, %17, %15 oraninda artis
saptanmistir. 1 pM c-PTIO+100 mM NaCl uygulamasinda ise kontrole yakin bir deger

elde edilmistir.

4.7. PROLIN MIKTARI

Aragtirmanin bu kisminda kontrol, 100 mM NaCl, degisik SNP konsantrasyonlar1 ve
c-PTIO ile 6n islem gormiis, daha sonra tuz stresine maruz kalmis 19 giinliik soya
bitkisinin 1. yapraklarinda prolin miktar1 analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

4.11 ve Sekil 4.12 de gosterilmistir.

Tablo 4.11. Kontrol, 100 mM NaCl, 1 uM c-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM
c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n muamele edilmis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki prolin birikimindeki degisim.

DENEY SERILERI Prolin Miktar1 (uM prolin/g. T.A.)
Kontrol 0,0179 + 0,002

100 mM NaCl 0,0507 £ 0,006

1 uM c-PTIO+100 mM

NaCl 0,0405 + 0,003

0.01 uM SNP 0,0595 + 0,007

1 uM SNP 0,0629 + 0,012

| uM ¢-PTIO+1 M SNP 0.0413 + 0,006

100 uM SNP 0,0741 + 0,008

Prolin amino asiti stres kosullarinda toleransi arttirmak amaci ile hiicrelerde
birikmektedir. Tablo 4.11 den de gozlendigi gibi 100 mM NaCl uygulanan seride
kontrole oranla yaklagik 3 kat daha fazla prolin birikimi meydana gelmektedir. NO
tutucusu c-PTIO ve 100 mM NacCl birlikte uygulandiginda sadece tuz uygulamasina

oranla prolin birikiminde %20 lik bir azalma gdézlenmektedir.
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Sekil 4.12. Kontrol, 100 mM NaCl,1 pM c-PTIO+NaCl ve 0.01uM SNP, 1 uM SNP, 1 uM
¢c-PTIO +1 uM SNP, 100 uM SNP konsantrasyonlari ile 6n islem gérmiis 100 mM NaCl
ortaminda yetistirilen soya fidelerinin 1. yapraklarindaki prolin birikimindeki degisim.

Sekil 4.12 de artan SNP konsantrasyonlar ile 1. yapraklardaki prolin birikimi birbirine
paralellik gostermektedir. Prolin birikimi 0.01, 1 ve 100 uM SNP konsantrasyonlarinda
strast ile 100 mM NacCl e kiyasla %17, %24 ve %46 oraninda artmaktadir. NO tutucusu
olan c-PTIO ile SNP beraber uygulandiginda ise prolin miktarinda bir inhibisyon

bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiirkiye topraklarmin 6nemli bir boliimi kurak ve yar1 kurak oldugundan tuzlanma
giderek artan ¢evresel stres etmenlerinin basinda gelmektedir. Tarimda verimi olumsuz
yonde etkileyen ve iiretimi sinirlayan tuz stresi bilindigi gibi bitkilerde biiylime ve
gelisme sirasinda meydana gelen birgok fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklere neden
olmaktadir (Munns, 2002; Ashraf, 2004; Parida ve dig., 2005). Tuzluluk hiicresel su ve
iyon dengesindeki bozulmalara, organellerin ve hiicre zarinin permeabilitesinde
degisikliklere yol agmaktadir. Bunun sonucunda hiicre diizeyinde yikim olaylari
gerceklesmekte ve oksidatif stres meydana gelmektedir (Spychalla ve Desborough,
1990; Mittova, 2002). Ayrica NaCl tipi tuzluluk bitkilerin yasam dongiistinde baslica
¢imlenme, biiylime, fotosentez, protein sentezi, enerji ve lipid metabolizmasi, yaprakta
klorosis ve senesens gibi onemli olaylar1 olumsuz yonde etkilemektedir (Ashraf, 2004;
Parida, 2002, 2004a). Tuzun tiim bu etkilerine kars1i hiicreler kendi savunma
mekanizmalarini olustursalar bile cogu zaman bu yeterli olamamaktadir. Uzun yillardan
beri lizerinde oldukga fazla calisilan tuzluluk ve bitki gelisimi arasindaki iligkiler ile
ilgili kayda deger bilgiler elde edilmekle birlikte hala acikliga kavusturulmay1 bekleyen

bazi noktalar1 da mevcuttur.

NO disiik molekil agirlikli, renksiz, gaz yapida bir molekiil olup bitkilerde cesitli
biyokimyasal ve fizyolojik olaylarda ikincil haberci olarak rol oynamaktadir (Neill ve
dig., 2003; Crawford ve Guo, 2005). NO molekiiliiniin eksojen uygulamalarinin
bitkilerde biiyiime ve gelisme, ¢imlenme, deetiyolasyon, klorosis, senesens gibi
olaylarin yaninda bazi stres kosullarinda olusturulan savunma mekanizmalarinda da yer
aldig1 aragtiricilar tarafindan ortaya konmustur (Beligni ve Lamattina, 2001; Leshem,
2001; Neill ve dig, 2002b). Bununla birlikte 6zellikle tuz stresi kosullarinda NO in
etkilerini ortaya koyan ¢ok az sayida literatiir mevcuttur (Uchida ve dig., 2002).

Bu calismada NO vericisi olan SNP ile muamele edilen 19 giinliik soya fidelerinde tuza

kars1 verilen cevaplar ¢imlenme ylizdesi, oransal su igerigi, klorofil, karotinoid, total
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¢cOziinebilir protein miktari, peroksidaz aktivitesi ve prolin birikimi gibi c¢esitli

parametrelere bakilarak degerlendirilmistir.

Tuzun konsantrasyona bagli olarak bitki biiylimesi iizerinde meydana getirdigi
inhibisyon etkisi bitki tiirleri arasinda farkli diizeylerde ortaya c¢ikmaktadir (Cevabhir,
1992; Ghoulam ve Fares, 2001; Eryilmaz, 2003). NaCl tipi tuzlulugun soya fidelerinin
biiylimesi iizerine etkisini aragtirmak icin ¢imlenmeyi ardisik 19 giinliik fide evresine
kadar yapilan gozlemlerin sonunda 100 mM NaCl stresine maruz kalan fidelerde
kontrole gore ¢ok belirgin farkliliklar saptanmamustir. Bu nedenle bitkilerin gévde, kok
ve yaprak boyutlar1 ile ilgili uzunluk ve genislik Olclimleri degerlendirilmeye
alimmamigtir. Bununla birlikte kontrole oranla boyda ¢ok az bir kisalma, 4. yapraklarin
bulunmayisi, 1. ve 2. yapraklarda klorosis, yaprak genisliginde azalma gozle
goriilebilen degisikler olarak kaydedildi (Sekil 4.1). Ghoulam ve Fares (2001) ¢alismasi
ile paralel sonuglar elde eden Eryilmaz (2003) tarafindan orta derecede tuzluluga
dayanikli 30 giinlik domates bitkisinin 100 mM NaCl de biiylimesinin geriledigi,
dayanikli olan kirmiz1 lahana bitkisinde ise ayni1 konsantrasyonda koklerinin asir1 zarara
ugramast nedeniyle gelisiminin durdugu rapor edilmistir. Bu sonu¢ yukarida ifade
ettigimiz bulgu ile zitlik i¢indedir. Buradan orta derecede tuzluluga dayanikli oldugu
bilinen soya bitkisinin 100 mM tuz konsantrasyonunda domates ve kirmizi lahana
bitkisine gbére daha dayanikli oldugu sonucu g¢ikmaktadir. Belki de soya fidelerinin
kotiledonlar1 hem besin depo 6zelliginden hem de fotosentetik aktivitesinden dolay1 19
giinliikk oluncaya kadar tuzun meydana getirdigi osmotik ve toksik etkiden bitkinin
korunmasia bir dereceye kadar katki saglamaktadir. Boylece farkli bitki tiirleri
arasinda oldugu kadar bitkilerin gelisim evrelerinde de tuza karsi toleransin degisik

sekillerde olabilecegi fikri dogrulanmaktadir.

Deneysel bulgularimiza gore soya tohumlarin ¢imlenmesi kontrole gére 100 mM
NaCl de %16 oraninda inhibisyona ugramistir. Bu inhibisyon uygulanan SNP
konsantrasyonlari tarafindan azaltilsa bile kontroliin altinda degerler elde edilmistir. Bir
gece 100 uM SNP ile 6n islem goren soya tohumlarimin NaCl ortaminda 48 saat
sonundaki ¢imlenme orani sadece tuz uygulanmis seriye gore %16 artmistir. Sonug
olarak onceden SNP ile 6n islem goren ve daha sonra 100 mM NaCl ortaminda

¢imlendirilen soya tohumlarinin tuza karsi bir miktar tolerans gosterdigi ve bu
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toleransin en fazla 100 uM SNP tarafindan arttirilabilecegi sdylenebilir. Ayrica soya
bitkisinin biliylime evresine gore ¢imlenme asamasinda tuza biraz daha duyarli oldugu

da ileri surtlebilir.

Tohum ¢imlenmesi sirasinda suyun emilmesi, ¢esitli enzim sistemlerinin olusmasi ve
aktivasyonu, tohum depo maddelerinin yikimi ve tasimasi gibi bazi biyokimyasal
olaylarin tuzluluk ile 6nemli 6l¢iide engellendigi bilinmektedir (Khan ve dig., 2000).
100 mM NaCl uygulamalarinin domateste ¢imlenme ylizdesini diisiiriirken, kirmizi
lahana tohumlarinda 6nemli degisikliklere yol agmadigi Eryilmaz (2003) tarafindan
saptanmistir. Bu ¢alismada da tuzun soya tohumlarinin ¢imlenmesi iizerindeki inhibe
edici etkisi literatiir ile uyumluluk icindedir. Cimlenmesi 1s18a bagimlilik gdsteren
Lactuca sativa ve Stellaria media tohumlarinin karanlikta SNP uygulanmasi ile
¢imlenmelerinin tesvik edildigi rapor edilmistir (Giba ve dig., 1992; Beligni ve
Lamattina, 2000). NO in tuz stresinin ¢imlenme iizerindeki negatif etkilerini azaltmasi
ile ilgili sinirli sayida literatlir bulunmakla birlikte, Kopyra ve Gwozdz (2003)
tarafindan Lupinus luteus tohumlarinin ¢imlenmesinin doza bagl olarak 0,1 ve 800 uM
SNP arasindaki konsantrasyonlarda tesvik edildigi, sadece NaCl uygulamalarinin neden
oldugu inhibisyonun ise 100 uM SNP ve 0.2 M NaCl {in birlikte uygulanmasi ile tersine
cevrilmesinde oldukg¢a etkili oldugu ortaya konmustur. Bdylece NO in ¢imlenme
tizerindeki tesvik edici etkisi ile ilgili sonuclarimiz bu arastiricilarin bulgulari ile

paralellik gostermektedir.

Koklerin  yetisgme ortamindaki tuzlulugun, bitkinin su durumunu etkiledigi
bilinmektedir. Sekil 4.3 incelendiginde kontrol grubuna goére 100 mM NaCl ile
muamele edilen soya fidelerinin 1. yapraklarinda oransal su igeriginin %14 oraninda
azaldig1 goriilmektedir. Kontrol grubu bitkilerde osmotik uyumdan dolay1, OSI nin
strese maruz kalmis bitkilerdeki OSI nden daha biiyiik olmasi beklenen bir sonugctur.
Stres kosullarina kars1 orta derecede tuzluluga dayanikli oldugu bilinen soya fidelerinin
100 mM NaCl stresine iyi uyum saglayabilmesi sonucu 1. yapraktaki OSI degerleri ¢cok
diisiik diizeylerde bulunmamistir. 0.01, 1, 100 uM SNP ile 6n islem goérmiis ve daha
sonra 11 giin 100 mM NaCl stresi uygulanmis soya fidelerinin 1. yapraklarindaki OSI
degerleri 100 mM NaCl ile kiyaslandiginda azalan SNP konsantrasyonlarina bagh
olarak bir miktar artis gostermistir. En fazla artis 0.01 uM SNP de %5 oraninda
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olmasina ragmen OSI degerleri yine de kontrol grubu degerinin altinda seyretmektedir.
Bu sonu¢ 100 mM NaCl stresi altinda su aliniminin kisitlanmasi, turgorun azalmasi ile
bitkilerde OSI degerlerinde meydana gelen azalma SNP konsantrasyonlar: tarafindan bir
miktar geri dondiiriilebilecegini gostermektedir. 1 pM SNP, 1 uM c-PTIO ile birlikte
uygulandiginda 1 pM SNP deki OSI nde saglanan %4 liik artis, NO tutucusu olarak
gorev yapan 1uM c-PTIO tarafindan ancak %2 lik bir azalma ile 100 mM NaCl deki
OSI degerine yaklagmistir. Bununla birlikte hiicre osmotik degerinin diizenlenmesinde
NO uygulanmasinin ¢ok etkili olmadigi goriilmiistiir. Johnsen ve dig. (1984) kuraklik
stresine maruz kalmis iki farkli genotipteki bugday bitkisinde OSI degerlerinin
Hoagland besin ¢o6zeltisinde yetismis olanlara oranla daha az oldugu bulgusu bu
calismanin sonucu ile benzerdir. Ayni sekilde ciddi kuraklik stresinde yetistirilmis
bugday bitkisinin koparilmis yapraklart tizerine 150 pM SNP in kontrol bitkilere gore
yaklagik %353 oraninda su tutma kapasitesini arttirdigi rapor edilmistir (Garcia ve
Lamattina, 2001). Bu bulgu da tuz stresinde soya fidelerinin 1. yapraklarinda azalan
OSI degerlerinin 0.01 uM SNP tarafindan geri kazanilacagi sonucumuz ile paralel

olmakla birlikte konsantrasyon acisindan bir farklilik arz etmektedir.

Yapilan g¢alismalar tuz uygulamalarinin bitkilerin pigment igeriklerinde de azalmaya
neden oldugunu gostermektedir. Bu arastirmada da soya fidelerinin kotiledon ve 1.
yapraklarindaki klorofil ve karotinoid icerikleri {izerine 100 mM NacCl stresinin ve farkli
konsantrasyonlardaki SNP  uygulamalarinin  etkileri incelenmek istenmistir.
Fotosentezdeki gorevinden dolay1 yasamsal dneme sahip klorofil molekiilii ¢esitli tarim
bitkilerinin tuza toleransini gosteren parametrelerden biridir (Srivastava ve dig., 1988).
Bu calismada soya fidelerinin kotiledon ve 1. yapraklarinda 100 mM NaCl ve SNP
uygulamalar1 sonucunda elde edilen bulgular klorofil a, klorofil b toplami olan total
klorofil miktar1 cinsinden degerlendirilmistir. Kontrol bitkilere gore tuzun soya
fidelerinin kotiledonlarinda %26, 1. yapraklarinda %39 oraninda total klorofil
miktarinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Sonuglardan da anlasilacagi gibi
klorofil kayb1 1. yapraklarda kotiledonlara oranla ¢ok daha fazladir. Muhtemelen bu
sonug 1. yapraklarin tuz stresine karsi toleransinin daha az oldugunu isaret etmektedir.
Hernandez ve ark. (1995) tarafindan bezelye bitkisinde klorofil yikiminin tuz stresi
altinda arttiZin1 gosteren arastirmanin sonuglar1 bu ¢alismadan elde edilen bulgulari teyit

eder niteliktedir. Ayrica Wang ve Nill (2000) in Amaranthus bitkisinde tuzlu kosullarda
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klorofil igeriginin arttigini gosteren calismasi ile zit iken , Kennedy ve De Fillippis
(1999) in Grevilea de protoklorofil, klorofil i¢eriginin azaldigini ifade eden bulgusu ile
parelellik gostermektedir. Benzer bulgular diger bazi bitki tiirlerinden de elde eldilmistir
(Agastian ve dig, 2000; Parida ve dig. 2002). Tuz stresi altinda yetisen bitkilerde
klorofil igerigi lizerine NO in etkilerini gdsteren dogrudan bir ¢aligmanin olmamasi bu
calismada elde edilen verilerin Oonemini vurgulamaktadir. Tuz ile meydana gelen
klorofil igerigindeki inhibisyon uygulanan her tic SNP konsantrasyonu tarafindan
azaltilmistir. Bu etki kotiledonlarda 1. yapraklarda oldugundan daha dikkat ¢ekicidir.
Kotiledonlardaki klorofil miktarinda 0.01 uM SNP de kontrole gore %9 oraninda artis
saptanirken, 1 uM SNP de hemen hemen kontrole yakin, 100 uM SNP de ise kontroliin
altinda degerler bulunmustur. Muhtemelen 0.01 ve 1 puM SNP konsantrasyonlari
kotiledonlara tuza kars1 bir dayaniklilik kazandirmaktadir. 1. yapraklarda ise tiim SNP
konsantrasyonlart 100 mM NaCl degerinin {izerinde, ancak kontroliin altinda
saptanmistir. Buradan da 1. yapraklarin klorofil igerigi bakimindan tuza daha duyarh
oldugu, ancak uygulanan SNP konsantrasyonlarindan kotiledonlar kadar etkilenmedigi
sonucu ¢ikmaktadir. Uchida ve dig. (2002) tarafindan 100 mM NacCl stresinde piring
bitkisinin yapraklarinda fotosistem II (PS II) aktivitesinin dramatik bir sekilde azaldigi,
ancak diisiik konsantrasyondaki SNP ile 6n islem sonucu bu indirgenmenin biiylik
Olciide engellendigi rapor edilmistir. Tuzlu kosullarda azalan fotosentetik aktivitenin
SNP tarafindan arttirildigini gosteren Uchida ve dig. (2002) nin bulgusu bizim

sonucumuz ile uyumluluk gostermektedir.

Bu calismada karotinoid miktarindaki farkliliklar da en az klorofil icerigindeki
degisiklikler kadar dikkat c¢ekici bulunmustur. Bununla birlikte klorofil yikimi
karotinoid yikimina oranla tuzlu kosullarda daha fazla gerceklesmektedir. Belki de
tuzluluk klorofil sentez ve/veya yikim olaylarinda rol alan enzimler iizerine karotinoid
sentezindeki enzimlerden daha fazla etki etmektedir ya da strese karsi toleransda
karotinoidler miktarlarini arttirmaktadir. Bu sonug karotinoidlerin oksidatif yikima karsi
koruyucu rol oynadiklarini teyid eder niteliktedir. Tuz stresinin soya fidelerinin hem
kotiledon hem de 1. yapraklardaki karotinoid igerigi iizerine inhibisyon etki gosterdigi,
ancak bu gerilemenin SNP konsantrasyonlar1 tarafindan engellenebildigi sonucuna
varilmigtir. Kotiledonlarda tuzun meydana getirdigi gerileme %16 oraninda olup, 0.01

ve 1 uM SNP de bu oran %25 ve %20 oraninda arttirilip, 100 uM SNP ise sadece tuz
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uygulanmis serinin altinda sonuglar elde edilmistir. 1. yapraklarda ise her iic SNP
konsantrasyonunda da 100 mM NaCl deki karotinoid degerinin iizerinde sonuglar
bulunmustur. Bu durum klorofil igerigindeki degisikliklere benzerlik gdstermektir.
Tuzlu kosullar altinda her iki pigmentte de meydana gelen azalmalar 0.01 uM SNP
konsantrasyonlar1 tarafindan etkin bir sekilde engellenmektedir. NO ve karotinoid
miktar1 arasindaki iligkiyi gosteren herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle
sadece tuzluluk ve karotinoid arasindaki iligki literatiir ile desteklenmeye c¢aligilmistir.
Bu seride elde edilen bulgular tuz stresinde Grevillea’de protoklorofil, klorofil ve
karotinoid miktarinda azalmalarin meydana geldigini ifade eden Kenedy ve De fillipis
(1999) in bulgusunu dogrular niteliktedir. Ayrica Parida ve dig. (2002) tarafindan tuz
stresinin Bruguiera parviflora bitkisinin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve

karotinoid iceriginin belirgin sekilde azaldigi rapor edilmistir.

NacCl tipi tuzlulugun bitkilerde yol actig1 6nemli biyokimyasal olaylardan biri olan total
¢oOziinebilir protein icerigindeki degisiklikler de arastiricilar tarafindan incelenmistir
(O’Leary, 1999; Parida ve dig. 2002; Parida ve Das, 2005). Agastian ve dig. (2000)
¢coOzlinebilir proteinlerin  diigiik tuz konsantrasyonunda arttigini, yiiksek tuz
konsantrasyonunda ise azaldigin1 bulmusglardir. Bu ¢alismada soya fidelerinin kotiledon
ve 1. yapraklarindaki protein miktarlarinda 100 mM NaCl uygulamasi sonucu
azalmadan ziyade literatiire zit bir sekilde kotiledonlarda %18, 1. yapraklarda ise %9
oraninda bir artig saptanmistir. Bu sonug stres kosulunda soya fasulyesinde depo organ
olan kotiledonlarda ve 1. yapraklarda yapisal proteinlerin yani sira bazi stres
proteinlerin miktarmin artigina baglanabilir. Tuz uygulanmasinin diisiik molekiil
agirlikli proteinlerin sentezini tegvik ettigi literatiirden bilinmektedir. Degisik bitki
tirlerinde tuz stresi ile tesvik edilmis bazi stres proteinleri Singh ve dig. (1987),
Hurkman ve dig. (1991), Lopez ve dig. (1994) ve Ashraf ve Harris (2004) tarafindan
tanimlanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler yukaridaki arastirmacilarin bulgularini
desteklemektedir. Muhtemelen soya fidelerinde de tuz stresinin protein yikimindan
ziyade bitkinin korunma mekanizmasini harekete geciren bazi enzim ya da enzim
sistemlerinin aktivitesinde gorev alan yeni proteinlerin sentezini tesvik etmektedir. Tuz
stresinin total protein igerigine etkisi ¢alisilmis olmakla beraber, NO ile
iligkilendirilmesine dair dogrudan bir c¢aligmaya rastlanmamistir. Bu caligmada

bitkilerin iki giin 0.01, 1, 100 pM SNP konsantrasyonlari ile 6n iglemi ardisik 100 mM
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tuz stresine maruz birakilmasi sonucu NO in kotiledon ve 1. yapraklarda protein
miktarlarinda belirli oranlarda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni
onceden eksojen olarak uygulanan NO in bitkiye ilave bir adaptasyon kazandirarak tuz
stresinin olumsuz etkilerini azaltma yolunda farkli bir mekanizmay1 ¢alistirmasi olabilir.
Ayrica uygulanan NO soya bitkisinin savunma mekanizmasin1 dnceden uyardig: i¢in,
bitki tuz ile karsilastiginda stres proteinlerinin sentezine ihtiya¢ duymamaktadir. Bu
diisiinceyi test etmek amaciyla yapilan deney serisinde soya fidelerinin 1 pM SNP ve 1
uM c¢-PTIO nun birlikte uygulanmasi sonucu bitkinin tuza karsi onceden tolerans
kazanmasi engellenmis ve protein miktar1 1 pM SNP uygulamasina oranla artmistir. Bu
bulgu da diisiincemizi dogrulamaktadir. 1uM c-PTIO 100 mM NaCl ile birlikte
uygulandiginda ise bitkide protein miktar1 sadece tuz uygulanmasi kosulunda meydana
gelen artistan bir miktar daha fazladir. Bu sonu¢ da tuz stresine karsi i¢sel olarak
tiretilen NO in tuza kars1 gelisen toleransda protein miktarini etkilemekten ziyade farkl

bir mekanizmay1 devreye soktugunu diistindliirmektedir.

Biyotik ve abiyotik stres kosullarinda meydana gelen total peroksidaz aktivitesindeki
artis stres kosullarinda yaygin olarak kullanilan bir parametredir (Gossett ve dig., 1994;
Hernandez ve dig., 2000). Son yillarda tuzlulugun yol agtig1 biyokimyasal degisiklikler
arasinda siiperoksit (O"), hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksit (H,O,) ve singlet
oksijen ('0,) gibi aktif oksijen tiirlerinin olusumu dikkat ¢ekmektedir. BSyle sitotoksik
oksijen radikallerinin membranlara, fotosentetik pigmentlere ve lipid, protein, nukleik
asit gibi makromolekiillere zarar verdigi ortaya konmustur (Fadzilla ve dig., 1997;
Shalata ve Tal, 1998). Ozellikle H,O, in ortadan kaldirilmasinda peroksidaz
izozimlerinin etkili oldugu bilinmektedir. Bu arastirmada da 100 mM NaCl
uygulamasinin soya fidelerinin hem kotiledon hem de 1. yapraklarindaki peroksidaz
aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir. Bu bulgu Sanko ve dig. (1996) ile Eryilmaz
(2003) 1n yaptiklar1 ¢caligmalarin sonuglar ile uyumludur. NO tutucusu olan ¢-PTIO tuz
ile beraber uygulandiginda peroksidaz aktivitesinde bdyle bir artis bulunmamistir.
Bunun nedeni tuz stresi sirasinda i¢sel olarak iiretilebilen NO in peroksidaz aktivitesini
tesvik etmesi olabilir. Tuz uygulamasindan oOnce artan SNP konsantrasyonlar1 ile
muamele edilen soya fidelerinin 1. yapraklarinda peroksidaz aktivitesinin 100 mM NaCl
uygulanan gruba gore konsantrasyona zit olarak azaldigi bulunmustur. Onceden

uygulanmis NO in bitkinin dayanikliligint arttirarak tuz ile muamelesi sirasinda enzim
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aktivitesinde bir fazlaliga neden olmadigi sonucuna varilabilir. Soya fasulyesi 1 uM
SNP ve 1 uM c-PTIO ile beraber 6n islemden sonra, tuza maruz kalan bu seride
peroksidaz aktivitesinde artisin oldugu gozlemlenmistir. 1. yapraklardaki bulgular
kotiledonlardaki peroksidaz aktivitesi ile paralellik gostermektedir. Bu bulgu da
yukaridaki diisiincemizi desteklemektedir. Farkli bir stres kosulu yaratan kadmiyum
uygulanmis aycicegi yapraklarinda NO in koruyucu etkisi Laspine ve dig. (2005)
tarafindan rapor edilmistir. Bu yaymda NO ile 6n muamele yapilan ay¢igegi bitkilerinde
kadmiyum uygulamasi ile tesvik edilen diger bir antioksidan enzim olan siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesinin NO tarafindan engellendigi belirtilmistir. Bununla beraber
Clark ve dig. (2000) nin yaptiklar1 ¢caligmada tiitiin bitkisinde askorbat peroksidaz ve
katalaz aktivitesinin NO tarafindan inhibe edildigi bulunmustur. Soya fidelerinde de
antioksidan enzim olarak stres kosulunda artis gosteren total peroksidaz aktivitesinin
NO tarafindan engellendigi bulgumuz yukaridaki arastiricinin sonucu ile paralellik

gostermektedir.

Bitkinin yetisme ortaminda bulunan tuzluluk sonucu diisiik su potansiyeli bitki
biiylimesi i¢in gerekli olan su alinimint sinirlar. Bitkiler bu olay1 yenmek i¢in hiicre igi
osmotik bilesiklerin konsantrasyonunu arttirmaktadir. Ozellikle bitkiler tuz stresi
sirasinda osmoregiilasyonda gorev alan baslica prolin (amino asit), glisin betain
(kuaterner amonyum bilesigi) gibi baz1 organik maddeleri yapilarinda biriktirirler
(Ashraf, 1994a; Mansour, 2000; Ashraf ve Bashir, 2003; Parida ve Das, 2005). Ayrica
bitkilerin gliserol, sekerler (glukoz, fruktoz, sukroz), organik asitler ile amino asitler
(glisin, alanin, arginin, serin, losin, valin, sitrullin, ornitin), amidler (glutamin,
asparagin), imino asitler, proteinler, dehidrinler gibi azot igeren bilesikleri ve
poliaminleri biriktigi de saptanmistir (Mansour, 2000; Ashraf, 2004). Tuza karsi
toleransi fazla olan bitkilerde daha fazla miktarda prolin biriktigi bilinmektedir. Petrusa
ve Winicov (1997) yaptiklar1 ¢aligmada tuza toleransli yonca bitkisinin kdklerinde hizli
ve iki kat fazla prolin birikimi oldugunu oysa tuza dayaniksiz bitkilerde bu artisin
olduk¢a yavas oldugunu bulmuslardir. Diger bir ¢alismada ise Mattioni ve dig. (1997)
bugdayda tuz stresi uygulanmasi ile birgok amino asidin arttigin1 ancak diger amino
asitlere gore prolinin en fazla artis gdsterdigini rapor etmislerdir. Bu bilgilere dayanarak
yapilan bu ¢aligmada tuz stresine maruz birakilan soya fidelerinde prolin igerigi

incelenmistir. 2 Hoagland igerisinde yetistirilen kontrol serisinin 1. yapraklarina oranla
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100 mM NacCl de 3 kat fazla miktarda prolinin biriktigi saptanmistir. Buna karsin tuz ile
beraber uygulanan 1 pM c-PTIO serisinde ise 100 mM NaCl ye oranla prolin
miktarinda %20 lik bir azalma bulunmustur. Bu degerlere gore tuza karsi iretilen
prolinin igsel olarak sentezlenen NO tarafindan tesvik edilebilecegi diisiiniilebilir. SNP
konsantrasyonlar1 ile ©n iglem yapilan tuz wuygulanmig fidelerde ise artan
konsantrasyona paralel olarak prolin birikiminin arttig1 gézlenmektedir. c-PTIO ve SNP
ile 6n iglem gormiis serideki bitkilerin prolin birikimi 100 mM NaCl serisindeki
degerlere yakin saptanmistir. Bu verilere gore SNP ile 6n islem sonrasinda tuz
uygulanmas1 osmotik diizenlemede gorev alan prolin amino asidinin birikiminde bir
artisa yol agmaktadir. Bu konu ile ilgili ¢alismalarin sayis1 olduk¢a sinirli olmakla
birlikte Hai-Hua ve dig. (2004) nin yaptiklar1 ¢alisgmada NO vericisi olan SNP ile islem
gdérmiis bugday bitkisi tuz stresine maruz birakildiginda prolin birikiminin tesvik oldugu

bulunmustur. Bu sonug¢ da burada elde ettigimiz bulguyu destekler niteliktedir.

Bu c¢alismada son yillarda bitki fizyolojisinde ¢esitli olaylarda rol aldigi bilinen NO
molekiiliiniin tuz stresi kosullarindaki etkileri calisilmistir. Elde edilen bulgulara gore,
tuza maruz birakilan soya bitkisinin oransal su igeriginde bliylik miktarda bir azalis
meydana gelmemistir, bu bulgu soya fidelerinin tuza orta direngli bir tarim bitkisi
oldugunu kanitlar niteliktedir. Uygulanan SNP konsantrasyonlarinin ise tuza direng
mekanizmasinda OSI ni az miktarda da olsa arttirabildigi bulunmustur. SNP
konsantrasyonlarina bagli 6n islem sonucunda tuz stresinin meydana getirdigi klorofil
ve karotinoid miktarindaki indirgenmenin azaltilmasi, orta dereceli tuzluluga dayanikli
G. max bitkisinin tuza toleransinin NO ile bir miktar daha arttirilabilecegi
diistiniilmektedir. Literatiire zit olarak tuz stresinde meydana gelen ¢oziinebilir total
protein miktarindaki artis ancak stres proteinlerinin artisindan kaynaklanabilir.
Uygulanan SNP serileri ile protein iceriginin kontrole yaklasmasi ise oksidatif stresin
baska bir mekanizma kullanilarak azaltilmasi sonucu stres proteinlerine gerek
duyulmamasi seklinde de yorumlanabilir. Bununla birlikte protein sonuglart ile ilgili
daha ayrmtili bir calismanin yapilmasi gerekmektedir. Bilindigi gibi tuz stresi ile artan
serbest oksijen radikalleri peroksidaz enzim aktivitesini arttirmaktadir. Bulgularimiza
gore SNP konsantrasyonlarina bagli olarak peroksidaz aktivitesi diigmektedir. Bu durum
ise NO in aktif oksijen tiirleri ile reaksiyona girmesi ve antioksidan etki gostermesi ile

aciklanabilir. Bu durumda peroksidaz enzimine ihtiya¢ bir dereceye kadar



50

azalabilmektedir. 100 mM NaCl uygulamasinda fazla miktarda prolin birikmesi soya
bitkisinde osmotik dengenin diizenlenebilecegini isaret etmektedir. Bu durumda OSI
nde ¢ok yiiksek bir artis beklenmeyebilir. Soya bitkisinde 100 mM NaCl uygulanmasi
ile OSI degerinin az miktarda diismesi ve prolin birikiminin fazla olmasi orantili
bulunmustur. Bu bulgularda soya fasulyesinin orta derecede tuza direngli oldugunu
desteklemektedir. SNP uygulanmasi ise 100 mM NacCl deki prolin birikiminin {izerinde
bir degerde artisa neden olmaktadir. Bu sonug, NO in tuza diren¢ mekanizmasinda
osmoregiilasyonda gorev alan prolinin sentezi iizerine olduk¢a etkili oldugunu

gostermektedir.

NO vericisi olan SNP uygulanarak yapilan bu ¢aligmada konsantrasyonun ¢ok 6nemli
oldugu soylenebilir. Tuza karsi soya bitkisinde ¢imlenme asamasinda etkili
konsantrasyonun 100 uM SNP, buna karsin fide asamasinda 0.01 puM SNP oldugu
bulunmustur. OSI, klorofil ve karotinoid igerigi, protein miktar1 ve peroksidaz aktivitesi
tizerine 0.01 uM SNP, ancak prolin miktarina 100 pM SNP nin etkin oldugu tespit
edilmistir. Bu farklilik, cesitli fizyolojik olaylarda NO konsantrasyonun biiyiikk 6nem

tasidigini bir kez daha vurgulamaktadir.

Bitkilerde NO in igsel olarak da sentezlendigi bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak soya
fasulyesinde bir dereceye kadar gelisen tuza kars1 diren¢ mekanizmasinda, NO in gérev
alip almadigin1 aragtirmak amaciyla, bitkilere tuz ile beraber NO tutucusu olan c-PTIO
birlikte uygulanmistir. Yapilan bu uygulama sonucunda total protein miktarinda sadece
100 mM NaCl uygulanmis seriye oranla bir miktar daha artis, peroksidaz aktivitesi ve
prolin iceriklerinde ise bir miktar azalis meydana gelmistir. Peroksidaz ve prolin
icerigindeki azalmalardan da goriildiigli iizere tuza karsi direng mekanizmasinda etkili
olan bu parametrelerin miktarlarinin NO tutucusu ile azalmasi soya fidelerinin 100 mM
NaCl e orta derecede direng gostermesinde igsel NO in etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu fikri desteklemek amaciyla daha ayrintili bir ¢aligmanin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez caligmasinda elde edilen bulgular 1s181inda, konsantrasyona bagli olarak, NO
vericisi olan SNP ile 6n islemin Glycine max L. bitkisinde bir dereceye kadar tuza karsi

toleransin arttirilabilecegi sOylenebilir.
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