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Doktora Tezi

OZET

ENDEMIK HALOFIT SCORZONERA HIERACIIFOLIA BITKISININ TUZ
STRESINE TOLERANS MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Cansu ALTUNTAS

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali .
Danigman: Prof. Dr. Rabiye TERZI
2020, 87 Sayfa, 5 Ek Sayfa

Endemik halofit Scorzonera hieraciifolia’nin tuza tolerans mekanizmasini aydinlatmak
icin doku kiiltiirli ortaminda biiyiitiilen fideler farkli tuz konsantrasyonlarina (0, 150, 300, 450,
600 mM NaCl) maruz birakildi ve bazi fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler parametrelerdeki
degisimler belirlendi. Artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak stirgiinlerde sukkulentligin
arttig, 600 mM tuz uygulanmig siirgiinlerde klorofil kaybi1 goriilmesine ragmen bitkilerin
canliligint korudugu saptandi. Siirgiin taze agirhigi, kuru agirhigi, klorofil ve karotenoid
igeriklerinin 450 ve 600 mM tuz uygulamasiyla 6nemli derecede azaldigi goriildii. Reaktif
oksijen tiirleri, membran hasari, prolin ve toplam ¢oziinebilir seker ve Na', Clve K'
iceriklerinin tuz stresi uygulamalariyla arttig1 belirlendi. Katalaz (CAT) aktivitesi 450 ve 600
mM tuz uygulamalariyla azalirken, siiperoksit dismutaz (SOD), guaikol peroksidaz (GPOD),
glutatyon rediiktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitelerinin tiim tuz uygulamalariyla,
askorbat ve glutatyon iceriklerinin ise 300, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla artt1g1 gozlendi.
Ayrica tuz uygulamalarina paralel olarak SOD ve glutatyon peroksidaz (GPX) protein
igeriklerinin arttig1 tespit edildi. CAT protein iceriginin 300 mM, GR protein igeriginin ise 450
mM tuz uygulanmis siirglinlerde en fazla arttig1 goriildii.

Elde edilen veriler 15181nda, yapraklari sukkulent endemik halofit Scorzonera
hieraciifolia’nin hiicre icerisinde ozmolit ve NaCl birikimi araciligiyla suyu etkin bir sekilde
alarak sukkulentligi artirdig1, antioksidan sistemi uyardig1 ve boylece ¢ok yiiksek (600 mM) tuz

konsantrasyonuna tolerans gosterebilen ekstrem halofit bir bitki oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Scorzonera hieraciifolia, Tuz stresi, Halofit, Sukkulent, Antioksidan
Sistem
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PhD. Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION OF TOLERANCE MECHANISM TO SALT STRESS OF ENDEMIC
HALOPHYTE SCORZONERA HIERACIIFOLIA PLANT

Cansu ALTUNTAS

Karadeniz Technical University
The Graduate of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Rabiye TERZI
2020, 87 Pages, 5 Appendix

To clarify the salt tolerance mechanism of endemic halophyte Scorzonera hieraciifolia,
the seedlings grown in tissue culture medium were exposed to different salt concentrations (0,
150, 300, 450, 600 mM NaCl) and changes in some physiological, biochemical and molecular
parameters were determined. It was detected that leaf succulence increased in accordance with
the increased salt concentration and the plants remained alive despite chlorophyll loss in the
600 mM NaCl applied shoots. Shoot fresh weight, dry weight, chlorophyll and carotenoid
contents significantly reduced in the 450 and 600 mM salt applied shoots. Reactive oxygen
species, membrane damage, proline and total soluble sugar andNa’, Cl" andK" contents
increased under salt stress conditions. It was observed that catalase (CAT) activity decreased
in the shoots exposed to 450-600 mM NaCl. While the activities of superoxide dismutase
(SOD), guaiacol peroxidase (GPOD), glutathione reductase (GR) and ascorbate peroxidase
increased in all salt applications. Ascorbate and glutathione contents also increased in the shoots
exposed to 300, 450 and 600 mM salt. In addition, protein contents of SOD and glutathione
peroxidase (GPX) increased in parallel with increasing salt. The most increases of CAT and
GR protein contents were observed at 300 mM and 450 mM NacCl, respectively.

In the light of the obtained data, it was concluded that leaf-succulent endemic halophyte
Scorzonera hieraciifolia could increase the succulency by up taking the water effectively
through the accumulation of osmolite and salt in the cell and it could stimulate the antioxidant

system and thus it is an extreme halophyte tolerating high salt concentration (600 mM).

Keywords: Scorzonera hieraciifolia, Salt stress, Halophyte, Succulent, Antioxidant system
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Kurak ve yar1 kurak bolgelerde bitkisel tiretimi sinirlandiran en 6nemli abiyotik stres
faktorlerinden biri tuz stresidir. Tuzluluk, 6zellikle bu bolgelerde topragin yikanarak yeralti
suyuna karisan ¢6ziinebilir tuzlarin yiiksek taban suyu ile birlikte kapilarite olusturmasi yolu
ile toprak ylizeyine ¢ikmasi ve suyun buharlagsmasi ile toprak yilizeyinde birikmesi seklinde
aciklanir (Sadou vd., 2016). Toprak tuzlulugu diinyada yaklasik 1,5 milyon ha alam
etkilemektedir ve bu da ekilebilir alanlarin yaklasik %20’sini kapsamaktadir. (Miransari,
2016). Toprak tuzluluguna yol agan bilesikler kloriirler (NaCl, CaCl,, MgCl), siilfatlar
(Na2SO4, MgS0s), nitratlar (NaxNO3, KNO3), karbonatlar, bikarbonatlar (CaCO3, NaxCOs3,
NaHCO:s3) ve boratlardir. Bunlarin i¢inde sodyum kloriir (NaCl) dogada en ¢ok bulunan tuz
formudur (Munns ve Termaat, 1986).

Bitkilerde tuz stresi, hiicresel seviyede iyonik ve ozmotik dengeyi etkiler ve sonug
olarak iyon toksisitesi ve ozmotik stres meydana gelir. Toprakta tuz miktarinin artmasi
sonucunda bitki hiicrelerinde ozmotik basing artar ve su potansiyeli diiser. Boylece kokler
suyu alamaz ve ayn1 zamanda kuraklik stresi de meydana gelir. Ozmotik stresin devaminda
meydana gelen iyonik stres sirasinda, ortamda artan sodyum (Na") ve klor (CI) iyonlari,
potasyum (K"), kalsiyum (Ca*?) ve nitrat (NO™) gibi bitki i¢in gerekli olan iyonlar ile
rekabete girer. Boylece bitkilerde besin eksikligi veya besin dengesizligi meydana gelir (Hu
ve Schmidhalter, 2005). Tuzluluk bitkiler iizerinde dogrudan etkisini ozmotik stres ve iyon
stresi, dolayli etkisini (sekonder etki) ise bu stres faktorlerin sonucunda meydana gelen
cesitli olaylarla gosterir. Tuzun neden oldugu baslica sekonder etkiler; reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) sentezi, fotoinhibisyon ve senesens olarak sayilabilir (Hong vd., 2009).

Bitkiler tuz stresinin etkilerine kars1 iki farkli direng mekanizmasi gelistirmislerdir
(Levitt, 1980). Bir bitkide tuzdan sakinim (kaginma) veya tuza tolerans (kabullenme)
mekanizmalarindan biri iyi gelismisse genotipik olarak bu bitki tuza dayaniklidir. Sakinma
mekanizmasi sahip bitkiler; tuzun kokler tarafindan alinmamasi, alinan tuzun koklere geri
gonderilmesi, tuzun eliminasyon yoluyla uzaklastirilmasi (yash yapraklarin dokiilmesi, tuz
bezleri ve tuz cepleri gibi 6zellesmis yapilar), bitki dokularinin sukkulentlik kazanmasi ya

da tuzun yeniden dagilimi gibi farkli stratejiler gelistirirler. Kabullenme mekanizmasina



sahip olan bitkilerin dokular1 ise Na* ve Cl”e kars1 toleranslidir. Tuza toleransli olan bitkiler
yani halofitlerin ¢ogu tuz biriktiricidir ve dokudaki yiiksek tuz miktarina karsi kendilerini
koruyabilmektedirler (Flowers vd., 1986). Bitkilerin tuzluluk toleransi, hiicreler, organlar ve
tiim bitki seviyesindeki adaptasyonu i¢eren karmasik bir 6zelliktir. Bitkinin tuzluluk stresine
tolerans1 bir dizi fizyolojik, metabolik ve molekiiller mekanizmay1 icerir. Halofitler
tarafindan benimsenen fizyolojik ve molekiiler seviyedeki stratejiler; stres sinyali iletimi,
transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi, tuz stresinde rol oynayan genlerin aktivasyonu
ve ekspresyonu, fotosentez ve transpirasyon hizindaki degisiklikler, Na™'nin hiicre dis1 veya
vakuole boliimlendirilmesi, stoma agikligt ve stoma yogunlugunun diizenlenmesi,
fitohormonlarin sentezi ve birikimi, ozmotik diizenleyicilerin sentezi ve antioksidan
sistemlerin uyarilmasini kapsamaktadir (Parida ve Das, 2005; Xu vd., 2016). Tuza tolerans
bitkilerde iyonik ve ozmotik dengenin diizenlenmesi ile iliskilidir (Ashraf ve Harris, 2004).
Bitkide sentezlenen ozmotik diizenleyiciler su alimini ve hiicre turgorunu koruyarak ozmotik
ayarlama yaparlar ve boylece fizyolojik metabolizmanin zarar gérmemesini saglarlar (Han
vd., 2014). Ozmotik ayarlamanin yani sira, tuzluluk toleransinin temel faktori, hiicre i¢i iyon
homeostazinin kontroliidiir (Niu vd., 1993). Bitkilerde iyon tasinimi, tuzluluk toleransini
belirleyen 6nemli bir baslangi¢ noktasidir ve kok hiicrelerinin plazma zarlar1 boyunca ve
vakuolar membranlar boyunca anyon ve katyon tasinimini, ksilem ve floem yoluyla uzun
stireli iyonlarin taginimi ve 6zel hiicreler tarafindan tuzun atilimi ve birikimini igerir (Volkov
ve Beilby, 2017). Ayrica tuz stresi diger abiyotik stresler gibi ROT’larin artmasi sonucunda
olusan oksidatif strese sebep olur. ROT kaynakli oksidatif hasar1 onlemek igin bitkiler,
enzimatik olmayan antioksidanlarin (askorbat, glutatyon vb.) yaninda, siiperoksit dismiitaz
(SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX) ve
glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimlere sahiptirler (Blokhina vd., 2003).
Antioksidan sistemi etkinlestirebilen ve ¢esitli tolerans stratejilerine sahip olan bitkiler tuz
stresi kosullarinda uzun siire hayatta kalabilirler.

Tarimi yapilan bolgelerin gelecekteki iiretkenligini devam ettirmek ve tuzluluk sorunu
olan topraklarin kullanilmasi i¢in alternatif yollardan biri tuza toleransl ve ayn1 zamanda
ekonomik {iriin verebilen bitki tiirlerinin belirlenerek bu alanlarda yetistirilmesini
saglamaktir (Ashraf vd., 1986). Tuza toleransh bitkilerin basarili se¢imi icin ise tuza
dayanikli bitkilerin karakterize edilmesine ihtiya¢ vardir. Bunun i¢in halofitlerin genetik
ozelliklerinin ve tuzluluga kars1 olusturduklari adaptasyon mekanizmalarinin iyi anlasilmasi

gerekmektedir. Bitkilerde meydana gelen iiriin kayiplarini en aza indirebilmek i¢in diger bir



alternatif yol da tuza toleransh tiirler gelistirmektir. Bunun i¢in de ilgili gen kaynaklar
korunmali ve bitkilerde tuza tolerans mekanizmalar1 aydinlatilmalidir (Lovelli vd., 2012).
Bu nedenle halofitlerin tuza tolerans mekanizmalar1 tizerine yapilan ¢alismalarin sonuglari,
tuza toleransli bitkilerin yetistirilmesi konusunda yapilan biyoteknolojik caligmalar igin
oldukca dnemlidir.

Halofitlerdeki tuzluluk tolerans mekanizmalart son on yilda kapsamli olarak
incelenmistir (Shabala ve Mackay, 2011; Rozema ve Schat, 2013; Bose vd., 2014; Shabala,
vd., 2014; Flowers ve Colmer, 2015; Ozfidan-Konake1 vd., 2016; Dassanayake ve Larkin,
2017; Mishra ve Tanna, 2017). Yukarida ifade edildigi gibi, baz1 halofitler (6rnegin Suaeda
ve Arthrocnemum cinsine ait tiirler) tuz stresi kosullarinda hayatlarini siirdiirebilmek i¢in
sukkulentlik gibi sakinma stratejisi gelistirmislerdir. Sukkulentlik terleme oranini azaltarak
suyu korumayi amaglayan énemli bir strateji olarak kabul edilir ve hiicrelerde toksik iyon
konsantrasyonu iizerine seyreltici etki yaparak, tuzun etkilerini bitkilerin biiyiik miktarda
tolere etmesini saglar (Hajibagheri vd., 1984). Yiiksek tuz kosullarinda hayatini siirdiirebilen
bitkiler ise ekstrem halofit olarak adlandirilir. Ekstrem halofitlerin tolerans mekanizmasini
aydinlatmaya yonelik literatiirde bazi galismalar yapilmistir. Ornegin Orsini vd., (2010)
yiiksek tuz derisiminde biiylitiilen (600 mM NaCl) Eutrema parvulum’un (syn. Thellungiella
parvula) ekstrem halofit bir bitki oldugunu, Uzilday vd. (2014) ise Eutrema parvulum’un
300 mM tuz konsantrasyonunu tolere ettigini, ozmotik ayarlama saglayarak iyon
homeostazin1 diizenledigini ve antioksidan sistemi uyararak bitki kloroplastinda asir1 tuz
hasarlarini giderebildigini rapor etmislerdir. Baska bir ¢alismada ise, ekstrem tuz kosullarina
adapte olan sukkulent halofit Salicornia europea’nin (Amaranthaceae) vermikiilit igeren
ortamda 200 mM tuz kosullarinda optimum biliylime gosterdigi ve 1000 mM tuz
seviyesinden daha fazla tuz kosullarinda hayatta kalabildigi gosterilmistir (Flowers ve
Colmer, 2008).

Bugiine kadar tuz kosullarinda sukkulent halofit bitkilerle ilgili fizyolojik ve
biyokimyasal bazi calismalar yapilmistir. Ornegin, Naidoo ve Rughunanan (1990) gdvdesi
sukkulent halofit Sarcoconia natalensis bitkisinde farkli tuz konsantrasyonlarinin (0-500
mM NaCl) baz1 bitki biiylime parametreleri ve iyon icerigi lizerine etkisini arastirmigtir.
Govdesi sukkulent halofit Suaeda fruticosa (L.) ve Arthrocnemum macrostachyum bitkileri
kumlu ortamda Hoagland besin soliisyonu ig¢eren farkli tuz kosullarinda biiyiitiilmiis (200-
1000 mM NaCl), tuz stresinin bitki taze agirhigi, kuru agirlig1 ve iyon igerigi lizerine etkisi

arastirilmistir (Khan vd., 2000; Khan vd., 2005). Youssef (2009) yaptig1 bir calismada, Suudi



Arabistan ve Misir’da sukkulent halofit Halecnemum strobilaceum, Arthrocnemum
macrostachyum, Halopeplis perfoliata, Suaeda vermiculata ve Seidlitzia rosmarinus’da
fotosentetik pigment, bazi organik ozmolitler, iyon igerikleri ve antioksidan enzim
aktivitelerinin tuza toleransindaki rollerini aydinlatmaya ¢alismistir. Zeng vd. (2018) ise
yapraklar1 sukkulent halofit Carpobrotus rossi bitkisinde tuz stresi altinda mezofil ve siinger
parankimalarinda antioksidan enzim aktivitesi, iyon ve bazi fenolik bilesiklerin igeriklerini
arastirmiglardir.

Bu teze konu olan Scorzonera hieraciifolia’da yapilan arazi caligmalarinda S.
hieraciifolia yapraklarinda sukkulentlik goézlenmistir. Literatiirde, Tiirkiye’ye ait
Scorzonera tirlerinin ¢ogunun bir¢ok arastirmaci tarafindan taksonomik, anatomik ve
biyokimyasal agisindan incelendigi goriilmiistiir. Ornegin, Coskungelebi vd. (2012)
yaptiklar1 bir ¢alismada, Scorzonera pisida ve Scorzonera zorkumensis’in taksonomik
durumlarini karsilastirmiglardir. Makbul vd. (2016) ise Scorzonera cinsine ait ¢esitli tiirlerin
yaprak, siirgiin, kok morfolojisi ve anatomisindeki farkliliklar1 ayrintili olarak incelemistir.
Erden vd. (2013) yaptiklar1 calismada, baz1 Scorzonera (S. suberosa, S. lacinata ve S.
latifola) tiirlerinin antioksidan aktivitesi ve fitokimyasal yapisini incelemistir. Sar1 vd.
(2007), Scorzonera cinsinde dihidrosikumarinler, lignanlar, fenolik asitler, sesquiterpen,
sesquiterpen laktonlar, triterpenler ve bibenzil tiirevlerinin varligini belirlemistir.

Tirkiye’de Scorzonera tiirlerinde yukarida ifade edilen bazi biyokimyasal ¢alismalar
yapilmasina ragmen, Scorzonera hieraciifolia ile ilgili fizyolojik ve biyokimyasal ¢calismalar
oldukca smirhidir. Yapilan bir tez ¢alismasinda, Scorzonera hieraciifolia’nin da aralarinda
bulundugu Tuz Go6lii ve ¢evresinde yetisen 30 endemik halofit bitkinin, fotosentetik pigment
igerigi, organik bilesikleri (glukoz, fruktoz, prolin, glisinbetain, kolin-O-siilfat, kolin ve 3-
alaninbetain), ¢dziinebilir anyon (HCOs", CI, SO42) ve katyon (Na', K, Ca™, Mg")
miktarlar1 incelenmistir (Baysal-Furtana, 2010). Mevcut calismada arazi kosullarinda
sukkulentlik gozlenen endemik halofit Scorzonera hieraciifolia’nin ekstrem halofit olup
olmadig1r ve hangi mekanizmalar1 uyararak tuza tolerans sagladigi iizerine yapilan bir
calismaya literatiirde rastlanmamugtir.

Tuz stresi altinda sukkulent halofitler {izerine bazi1 ¢aligmalar yapilmis ve bazi bitki
biiylime parametreleri, fotosentetik pigment igerikleri (Youssef, 2009) ve iyon igerigindeki
degisimler arastirilmistir (Khan vd., 2000; Khan vd., 2005). Zeng vd. (2018) ise sukkulent
halofit Carpobrotus rosii bitkisinde antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimi

arastirmistir. Bununla beraber, sukkulent halofitlerin tuza tolerans mekanizmasinin



anatomik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyede detayli olarak arastirildigi ve
ekstrem halofitlerle karsilagtirilldigi bir calismaya rastlanmamistir. Ayrica, sukkulent
halofitlerin toprakta veya vermikiilit iceren ortamlarda ne kadar yiiksek tuz
konsantrasyonunda canliligin1 devam ettirebildiginin belirlenmesi iizerine bazi1 ¢aligsmalar
yapilmasina ragmen (Naidoo vd., 1990; Khan vd., 2000; Khan vd., 2005; Zeng vd., 2018)
doku kiiltiiriinde yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirhidir. Ornegin, Cherian ve Reddy (2003),
yapraklar1 sukkulent halofit Suaeda nudiflora’nin kallus Kkiiltiiriinde 0-200 mM tuz
uygulayarak bitki taze agirligi, kuru agirligi, prolin ve su icerigi, Na®, K*, Ca*?icerikleri,
Na'/K" oran1, SOD, CAT ve POX aktivitelerindeki degisimleri belirleyerek bitkinin tuza
toleransin1 aydinlatmaya c¢alismistir. Aghaleh vd. (2009) govdesi sukkulent halofit
Salicornia persica ve Salicornia europaea bitkilerini doku kiiltiiriinde 0-600 mM olmak
tizere farkli tuz konsantrasyonlarina maruz birakarak biiylime, su durumu, protein ve prolin
icerigi, membran hasart ile fotosentetik pigmentler {izerine tuzun etkisini arastirmistir.

Bu c¢alismada, halofit Scorzonera hieraciifolia’nin ekstrem halofit bir bitki olma
Ozelligini belirlemek i¢in doku kiiltiiriinde biiyiitiilen bitkiler ekstrem bir halofit ve model
bir olan bitki Eutrema parvulum ile karsilastirilmis ve Scorzonera hieraciifolia’nin tuza
tolerans mekanizmasi fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyede ayrintili olarak ortaya
konulmasi amaglanmistir. Bu ¢alismada dogal habitatinda sukkulentlik gozlenen Scorzonera
hieraciifolia’nin sukkulent ekstrem halofit bir bitki olabilecegi hipotezi diisiiniilmiistiir. Bu
hipotezi test etmek icin farkli tuz konsantrasyonlarina maruz birakilarak doku kiiltlirtinde
biiyiitiilmiis Scorzonera hieraciifolia ve Eutrema parvulum siirglinlerinde morfolojik
degisimler ile nispi su igerigi, lipid peroksidasyonu ve H>O; olmak iizere bazi temel stres
parametrelerinin analizleri gerceklestirilmistir. Scorzonera hieraciifolia’nin yiiksek tuza
tolerans gosterebildigini belirlemek i¢in, S. hieraciifolia’da yukaridaki stres parametrelerine
ek olarak siirgiin taze agirligi, kuru agirligi ve fotosentetik pigment (klorofil a, b, toplam
klorofil ve karotenoid) i¢erigindeki degisimler de belirlenmistir. Mevcut ¢alismada ikinci bir
hipotez olarak Scorzonera hieraciifolia’nin yiiksek tuza toleransinda ozmolit ve iyon
dengesini (homeostaz) saglayarak suyu etkin bir sekilde alabildigi, boylece sukkulentligi
arttirdig1 ve yliksek tuza tolerans saglayabildigi diisliniilmiistiir. Bu hipotezi test etmek icin
sukkulentlik derecesi, yaprak kalinligi, yaprak alani, stoma por agikligi, prolin ve toplam
¢oziinebilir sekerler gibi ozmolitler ve Na®, CI, K* Ca™ ve Mg" iyon igerikleri
belirlenmistir. Ugiincii bir hipotez olarak ise S. hieraciifolia’nin antioksidan sistemi uyararak

yiiksek tuza tolerans gosterebildigi diisiiniilmiistiir. Bu hipotezi test etmek icin sliperoksit



(O27) ve hidrojen peroksit (DAB boyamast) gibi ROT’larin igerigi, SOD, CAT, GPOD, APX
ve GR aktiviteleri, ASC ve GSH gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin miktarlarindaki
degisimler belirlenmistir. Ayrica SOD, CAT, GPX ve GR gibi antioksidan enzimlerin

protein igerikleri western blot yontemi ile molekiiler seviyede incelenmistir.

1.2. Stresin Tanimi

Bitkilerde “stres”, bitki biiylimesini, iiretkenligini, lireme kapasitesini veya hayatta
kalmasii olumsuz yonden etkileyen herhangi bir dis faktor olarak tanimlanir. Daha genis
bir ifadeyle stres, fotosentezi ve bir bitkinin enerjisini biyokiitleye doniistiirme yetenegini
sinirlayan biyotik (viriis, bakteri, funguslari, herbivorlar vb.) veya abiyotik (tuzluluk, 1s1, su
gibi) kisitlamalar olarak da tanimlanabilir (Suzuki vd., 2014).

Bir¢cok durumda, bitkilerde verimin azalmasinin abiyotik streslerden kaynaklandigi
diistintiliir. Yiksek tuzluluk, kuraklik, soguk ve sicak gibi dnemli abiyotik stresler, temel
gida maddesi olan ekinlerin hayatta kalma oranini, biyokiitle iiretimi ve verimini olumsuz
yonde etkiler. Diger yandan, Diinya tarim1 artmakta olan niifus i¢in %70’den daha fazla gida
tiretmek gibi bir¢ok zorlukla kars1 karsiyadir ve mahsullerin verimliligi gida talebine paralel

olarak arttirtlmalidir (Ahmad vd., 2012).

1.3. Tuz Stresi ve Toprak Tuzlulugu

Tuz stresi, diinyadaki verimli tarim arazilerini tehlikeye sokarak, artan insan niifusu
ile birlikte besin verimini 6nemli 6l¢iide sinirlayan ¢evresel faktorlerden biridir (Botella vd.,
2005). Tuzluluk olugsma nedenlerine gore, primer ve sekonder tuzluluk olarak ikiye ayrilir.
Primer tuzluluk, ana kayalarin ayrismasi, tuz deposu okyanuslar ve iklimsel etmenler ile
olusmaktadir (Munns ve Tester, 2008). Sekonder tuzluluk ise, tarimsal alanlarda yogun
sulama ile cesitli tuzlar bakimidan zengin yer alt1 suyu seviyesinin toprak ylizeyine kadar
yiikselmesi, asir1 otlatma, bir bolgenin dogal vejetasyonu yok edilerek tarim arazilerinin
acilmasi ve topraklarin tuzluluga sebep olan kimyasallarla kontaminasyonu olarak
siralanabilir (Pessarakli ve Szabolcs, 1999).

Toprak tuzlulugu, sulama kosullarinda tarim igin biiyiik bir problemdir. Diinyanin

sicak ve kurak bolgelerinde diisiik tarimsal potansiyel ile birlikte toprak sik sik tuzluluga



maruz kalmaktadir. Bu alanlarda bir¢ok ekin sulama altinda biiyiitiiliir ve bu durum problemi
daha da kotiilestirir. Diinya genelinde ise ekinlerin tarimsal verimliligini ve kalitesini
sinirlayan en ciddi ¢evresel faktorlerden biridir (Flowers vd., 2010). Bitki biiyiimesini tuzdan
daha fazla kisitlayan bagka bir toksik madde bilinmemektedir (Xiong ve Zhu, 2002). Tarlada
toprak tuzlulugu ya da sulama suyunun tuzlulugu, elektriksel iletkenlik ya da ozmotik
potansiyel ile belirlenebilir. Suda tuz kosantrasyonunun artmasi, elektriksel iletkenligi (desi
Siemens/m; Ds/m, mili Siemens/cm; mS/cm) artirarak, ozmotik potansiyeli diigiiriir. Bu
durum bitkinin su absorbsiyonunu riske atarak bitkide fizyolojik kuraklik meydana getirir
(Taiz ve Zeiger, 2008). Tuzlu topraklar, toprak ekstraktinin 25 °C'de 4 dS/m'den daha fazla
doygunluktaki elektrik iletkenligine (EC) sahip olanlardir. Bu deger yaklasik 40 mM
NaCl'ye karsilik gelir ve yaklasik 0,2 MPa'lik bir ozmotik basing iiretir (Munns ve Tester,
2008). EC degeri 4'lin iizerinde olan topraklarda biiyliyen mahsullerin verimi énemli dl¢iide
azalir. Bu birime gore asagidaki tabloda farkli tuz konsantrasyonlarina karsi bitkilerin

cevaplar1 6zetlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Farkl1 tuzluluk konsantrasyonlarina bitkilerin cevaplari (Tiiziiner, 1990).

Tuzluluk (EC) dS/m 25 °C Bitkilerin Cevabi

0-2 Tuz stresi genellikle tolere edilebilir

2-4 Cok duyarl tiirler etkilenebilir

4-8 Bir¢ok bitkide gelisim sinirlanir

8-16 Sadece tuza toleransli bitkiler yetisir

16 iizeri Tuza ¢ok toleransh ¢ok az sayida bitki yetisir

1.4. Tuz Stresinin Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Tuz stresinin bitkiler {izerine etkisi, bitkinin tiiriine, bitkiye uygulanan tuz ¢esidine, tuz
miktarina ve tuza maruz kalma siiresine gore degisebilmektedir. Tuzluluk, bir¢ok {iriiniin
verimini azaltmakla kalmaz hem topragin fizikokimyasal Ozelliklerini hem de alanin
ekolojik dengesini etkiler. Genel olarak tuzluluk, tarimsal verimi, ekonomik getiriyi diisiiriir
ve toprak erozyonlarma neden olur (Hu ve Schmidhalter, 2002). Bitkideki tuzluluk ise,
tohum ¢imlenmesi, bitki biiyiimesi, su ve besin almimi gibi morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal etkilesimlerin kompleks bir sonucudur (Akbarimoghaddam vd., 2011).



Ozellikle kurak ve yari kurak bolgelerde tuzluluk bitki gelisimini ve metabolizmasim
olumsuz yonde etkileyerek genel olarak yavas kok ve siirglin biiylimesine, verim kayb1
yasanmasina ve siklikla bitkinin 6liimiine yol agar (Munns, 1993). Bitki biiyiimesinin
olumsuz etkilenmesi, tuzun bitki i¢indeki toksik etkisinden kaynaklanmaktadir. Bitkinin
aldig1 tuz, transpirasyon ile yapraklara taginir, yash yapraklarda yogunlasir ve boylece ¢ok
yiiksek Na' ve CI" konsantrasyonuna neden olur ve yapraklar canliligini kaybeder. Zararin
nedeni muhtemelen hiicrelerin vakuol i¢gindeki tuzlar1 depolayabilmesini asan tuz yiikiidiir.
Tuzlar daha sonra sitoplazmada hizla birikir ve enzim aktivitesini inhibe eder.

Tuzun etkisiyle bitkilerde meydana gelen degisiklikler, iyon toksisitesi (tuz stresi),
ozmotik stres, besin maddesi (N, Ca, K, P, Fe, Zn) eksikligi ve oksidatif stresi igeren bitki
fizyolojisi lizerine zararl etkilerinin sonucudur (Xiong ve Zhu, 2002; Ashraf, 2004; Munns
ve Tester, 2008). Ozellikle bitkilerde tuzluluk primer etkisini ozmotik ve iyon stresi
olusturarak gosterirken, sekonder etkisini ise bu stres faktorlerinin bir sonucu olarak bitkide
meydana gelen yapisal bozulmalar ve toksik bilesiklerin sentezlenmesi ile gosterir.
Tuzlulugun sebep oldugu baglica sekonder etkiler DNA, protein, klorofil ve zar
fonksiyonuna zarar veren ROT’larin sentezi; fotosentezin inhibisyonu, K" aliniminin
engellenmesi olarak sayilabilir (Botella vd., 2005; Hong vd., 2009). Tuzluluk ayn1 zamanda
asil olarak yaprak alanini, klorofil icerigini, stoma iletkenligini, fotosistem II verimliligini
ve fotosentezi etkiler (Netondo vd., 2004). Sonug olarak tuzluluk fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler seviyede bitki biiylimesi lizerine c¢esitli etkilere neden olur (Tester ve

Davenport, 2003).

14.1. Ozmotik Potansiyel Uzerine Etkisi

Toprak ¢ozeltisinde asir1 miktarda bulunan ¢oziinebilir tuzlar nedeniyle bitkiler sudan
yeterince yararlanamamaktadir. Boyle bir durumda bitkinin sahip oldugu su potansiyeli
azalir. Bitkide turgor potansiyelinin devami, ¢6ziinen madde igeriginin artmasi ve es zamanli
olarak ozmotik potansiyelin azalmasi ile dengelenebilmektedir. Tuzluluktaki artis, bitkilerin
su ve ozmotik potansiyelini daha da negatif hale getirmektedir (Mugdal vd., 2010). Kok
rizosferinde ¢Oziinmiis maddelerden kaynaklanan diisitk ozmotik potansiyel topragin su
potansiyelini diisiirmekte ve bitkilerin genel su durumunu degistirmektedir. Topraktaki su
kaybiyla bitkide su alinimi azalmaktadir, bunun sonucunda su potansiyeli daha da

diismektedir (Bressan, 2008).



14.2. 1Iyon Icerigi Uzerine Etkisi

Sodyum (Na*), klor (CI) ve siilfat (SO47?) gibi iyonlarin konsantrasyonlarindaki asirt
artisa spesifik iyon toksisitesi adi verilmektedir. Toprakta asir1 ¢oziiniir tuzlarin varligi
bitkiler i¢in esas olan mineral besinlerin alim1 ve metabolizmast ile rekabet eder. Uygun iyon
oranlari, bir bitkinin biiylimesi ve gelismesi ile ilgili fizyolojik cevaplara aracidir (Wang vd.,
2003). Artan tuz alim1, P, K*, N ve Ca*? gibi temel besin maddelerinin alinimini azaltip (Zhu,
2001), yiiksek Na®, C1~ veya SO4 2 gibi spesifik iyon toksisitelerini uyarir. Ozellikle bitki
biiyiime ve gelismesi i¢in onemli bir element olan Ca' alinim simirlandirildiginda, Na*
hiicre zarinda Ca* ile yer degistirerek zarm apoplast kisminda Na*/Ca*? oraninin artmasima
sebep olur. Bunun sonucunda zar yapisinda bozulmalar meydana gelir ve hiicrenin Ca*?
dengesi olumsuz sekilde etkilenir (Culha ve Cakirlar, 2011). Tuzluluga maruz kalan Vicia
faba’da Na" igerigi artarken, K'/Na" oran1 diismiistiir, boylece tuz kosullar altinda bu durum
Na' ve K" arasinda negatif bir iligki oldugunu gostermektedir (Gadallah, 1999). Ek olarak,
Na"’nin zararli etkilerinin ¢ogu, membranlarin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii ile iligkili
oldugu goriilmektedir (Kurth vd., 1986). Yiiksek tuzlulukta biyiitiilmiis Atriplex griffithii
bitkilerinin, Ca*? igerigi yapraklarinda ve siirgiinlerinde azalmistir ve K igerigi, 6zellikle
artan tuzluluk seviyeleri ile yapraklarda azaltilmistir. Ayrica tuz stresli bugday fidelerinde
Ca*?igerigi ve K'/Na® oraninin kontrol grubuna gore azaldigi, Na" igeriginin artti1 rapor

edilmistir (Gorgek ve Erdal, 2014).

1.4.3. Reaktif Oksijen Tiirleri Uzerine Etkisi

Bitkilerde ve tiim aerobik organizmalarda atmosferdeki O; seviyesi oldukc¢a 6nemlidir.
02 normal sartlarda bitki biiylimesi ve gelisimi i¢in gereklidir, ancak O, miktar1 asir1 oldugu
durumlarda bitkinin 6liimii ile sonuglanacak hiicresel diizeyde hasarlar meydana gelir.
Hiicresel metabolizmada, ROT'lar siirekli olarak iretilir ve bitki hiicreleri antioksidan ve
cesitli koruma sistemleri sayesinde ROT seviyesini normalde diisiik tutmaktadirlar. Fakat
biyotik ve abiyotik stres altinda bitkilerde antioksidan sistemlerin etkinligi, {iretilen ROT
seviyesini dengeleyemezse bu durumda ROT’larin sentezi ve birikimi uyarilmis olur

(Breusegem vd., 2001).
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ROT’lar, esas olarak siiperoksit (O27), hidrojen peroksit (H20), hidroksil radikalleri
(OH) ve singlet oksijen (!02)’den olusur (Foyer ve Noctor, 2005). Ozmotik etkiler
sonucunda su eksikligi olusmakta ve su eksikligi, O>", H2O2, OH ve 'O gibi cesitli
ROT’larin olusumuna neden olmaktadir (Parida ve Das, 2005). Asirt miktarda ROT iiretimi
hiicresel redoksta dengesizlik olusturmasi nedeniyle son derecede toksiktir ve oksidasyon ile
lipidlere, proteinlere ve niikleik asitlere zarar verebilir (Halliwell ve Guteridge, 1985). ROT
olusumu ayrica Na® ve CI” iyonlarinin birikimi nedeniyle meydana gelen iyon toksisitesinden
de kaynaklanir. Bu durum plazma membraninin redoks durumunu ve bitki hiicrelerinin
mitokondri ve kloroplastlar1 gibi farkli béliimlerini bozmaktadir.

ROT’lar kloroplast ve mitokondri gibi hiicresel organellerde asir1 elektron tasinmasi
neticesinde bir¢ok yerde meydana gelebilmektedir. Fotosistem I (PSI) ve Fotosistem II
(PSII) reaksiyon merkezleri, kloroplastik ROT {iretiminin ana yerleridir (Asada, 2006).
Bunun disinda yapraklardaki mitokondriyal ROT diizeyi kloroplast ve peroksizomlardan
oldukca diisiiktiir. (Foyer ve Noctor, 2003).

Stres kosullarinda bitkilerde redoks homeostazi, siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (GPOD), glutatyon S-transferaz (GST), ve katalaz
(CAT) gibi enzimatik bilesenler ile askorbat (ASC), glutatyon (GSH), a-tokoferol,
karotenoidler, fenolikler ve flavonoidler gibi enzimatik olmayan diisiik molekiil agirliklt
bilesikler olmak iizere antioksidan sistemde iki kol tarafindan saglanir (Miller vd., 2010; Gill
vd., 2011). Antioksidan sistemin her iki kolunun her yerde mevcut olmasi hiicresel yasam

icin ROT detoksifikasyonunun gerekliliginin temelini olusturur (Gill vd., 2011).

1.5. Reaktif Oksijen Tiirleri

1.5.1. Siiperoksit Radikali

O2’nin kismi indirgenmesi ya da enerjinin Oz’ye aktarilmasindan dolayr ROT lar
siirekli olarak kloroplastlarda iiretilmektedir. Siiperoksit radikali (O>7) diger hiicresel
boliimlerin yani sira esas olarak elektron tasima zinciri (ETS) sirasinda tilakoid zara
yerlesmis PSI’de olusur. Normalde sitokrom c oksidaz O ile etkilesime girdiginde H>O
tiretilir. Bazen O farkli ETS elemanlartyla etkilesime girerek O2~ radikalinin olugumuna
neden olur. Oy radikali ROT ailesinin diger tiyelerini olusturmak i¢in bagka reaksiyonlara

da girebilir. Kisa yar1 dmiirle (2-4 ps) orta dereceli reaktif olan O radikali tek basinagenis
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capli bir hasar meydana getirmez. Bunun yerine H>O ve daha reaktif ve toksik olan 'O,

dontisiir ve bdylece membran lipid peroksidasyonuna neden olur (Halliwel, 2006).

1.5.2. Singlet Oksijen

Singlet oksijen ('02), O2’ye elektron transferi ile degil anten sisteminde O: ile birlikte

klorofilin ti¢lii (triplet) halinin tepkimesi tarafindan olugan bir ROT tur.

151k
\_\

Chl 2s°Chl
3Chl +°0> — Chl +'0;

Tuzluluk, kuraklik ve agir metaller gibi ¢evresel baskilar, hiicre i¢i karbondioksit
(CO») konsantrasyonunun yetersiz olmasina yol agarak stoma kapanmasina neden olur. Bu
durum 'O olusumunu kolaylastirir. 'O, her iki fotosistemde hem PSI hem de PSII’de ciddi
hasarlar meydana getirebilir ve boylece tiim fotosentetik sistemi tehlikeye sokabilir. Bununla
birlikte proteinlere, pigmentlere, niikleik asitlere ve lipitlere zarar verebilir. Ozellikle
hiicresel 6liime neden olan 15181 indiiklendigi PSII aktivitesi kaybindan sorumlu ana
ROT tur. Bitkiler B-karoten, tokoferol, plastokinon yardimi ile etkili bir sekilde 'O2’yi
temizlemeyi basarabilirler. Alternatif olarak, 'O, foto-oksidatif strese karsi koruma
saglamaktan sorumlu olan genlerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Krieger-Liszkay

vd., 2008).

1.53. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H202), O>" radikalinin tek degerlikli indirgenmesi ya da proton
eklenmesiyle olugur. Diisiik pH’da enzimatik olmayan bir sekilde ya da ¢ogunlukla SOD
tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla olusabilir. H>O,, bitki hiicrelerinde sadece normal
kosullarda degil ayni zamanda kuraklik, don, yogun 151k, UV radyasyon, yaralanma ve
patojen enfeksiyonu gibi faktorlerin neden oldugu oksidatif stres tarafindan da iiretilir

(Sharma vd., 2012).
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20, +2H" LD} H2O2+ O

200 +2H ——> H00+ O

Bitki hiicrelerinde baslica H»O; iiretim yerleri; kloroplasttaki ETS, mitokondri,
endoplazmik retikulum, hiicre zar1 ve peroksizomlardir. H>O, igerigi diisiik
konsantrasyonlarda bitkiye yararli olurken, yiiksek konsantrasyonlarda zararhidir. Diisiik
hiicre i¢i konsantrasyonlarda, yaslanma (Peng vd., 2005), fotorespirasyon, fotosentez
(Noctor vd., 2002), stoma hareketi (Bright vd., 2006), biiyiime ve gelisme (Tanou vd., 2009)
gibi temel fizyolojik olaylar i¢in bir sinyal diizenleyicisi olarak rol oynar. Aquaporinler
araciligiyla membranlardan gecebilir ve oksidatif hasara neden olabilir (Bienert vd., 2007).
Hiicre ici yiiksek konsantrasyonda H>O»> hem sistein hemde metiyonin (-SCH3) kalintilarimi
okside eder ve tiyol gruplarini okside ederek Cu/Zn-SOD ve Fe-SOD enzimlerini inaktif
hale getirir (Halliwel, 2006). Diisiik konsantrasyonda H>O;, fruktoz 1,6 bifosfataz,
sedoheptuloz 1,7 bifosfataz ve fosforibulokinaz gibi farkli enzimlerin aktivitelerinde %50
oraninda kayip olmasimma neden olur ve ayrica yiiksek hiicresel konsantrasyonlarda
programlanmis hiicre 6liimiinden de sorumludur. Bununla birlikte O, radikali gibi H>O»
orta derecede reaktiftir; H»O2’in tamamen zararli olmasi ancak daha reaktif bir tiire

doniistiigiinde gergeklesir (Das ve Roychoudhury, 2014).

1.5.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH"), ROT’lar arasinda bilinen en reaktif ve toksik olanidir. Demir
(Fe™, Fe™) gibi gecis metalleri tarafindan katalize edilen H»O, ve Oy~ arasindaki Fenton

reaksiyonu ile notr pH’da iiretilir.

03~ + Fe't — 10, + Fet
2057 +2H' — 03+ Hy0:Fe™*
Fe** + H,0, + Fe'* — Fe’t + OH™ + OH®
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Lipid peroksidasyonu, protein hasar1 ve membran tahribati gibi farkli hiicresel
bilesenlere zarar verme kabiliyetine sahiptir. Bu toksik radikalin temizlenmesi i¢in higbir
enzimatik sistem bulunmadigindan, fazla miktarda OH" birikimi bitkide hiicre 6liimiine yol

acar (Pinto vd., 2003).

1.6. Halofit Bitkiler

Bitkiler, yliksek tuzlu ortamda yetisme kabiliyetlerine bagl olarak glikofitler (yiiksek
tuzdan zarar géren bitkiler) ve halofitler (tuzcul ortamlarda yasayabilen bitkiler) olarak iki
simifa ayrilmistir. Glikofitler, topraktaki yiiksek tuz birikimini tolere edemeyen ve bdyle
alanlarda biiyliyemeyen bitkilerdir (Parvaiz ve Satyawati, 2008). Halofitler ise yiiksek turgor
potansiyeline sahip olan, yliksek tuz kosullarina adapte olmus ve bu kosullarda yasamini
stirdiirebilen bitkilerdir ve tuz stresine karsi adaptasyon mekanizmasi gelistirmislerdir
(Flowers vd., 1986). Bu adaptasyonlar bitkinin farkli seviyelerinde, organlarda, hiicrelerde,
zarlarda ve genom diizeyinde olabilir (Pitman ve Laiichli, 2002). Glikofitler, yapraklari zarar
gormeden yliksek konsantrasyonlarda tuz biriktiremezler; oysa halofitler bitki digindaki
tuzlarin ozmotik potansiyelini dengelemek i¢in yapraklarinda siirgtin kuru agirliklarinin
%50'sine kadar tuz biriktirebilirler (Flowers vd., 1986).

Halofitler tuzlu bir ortamda biiylimelerini sabit bir sekilde gelistirebildikleri i¢in tuz
stresi altinda (gelgit, yagis) hayatta kalma yetenekleri bakimindan glikofitlerden farklidirlar
(Niu vd., 1993). Bir halofitin optimal biiylimesi, ¢cogu tarim bitkisinin hizla dlebilecegi tuz
konsantrasyonu olan 200-400 mM NaCl arasindaki toprak tuzlulugunda gozlenir (Khan vd.,
2005). Tuzlu kiy1 batakliklarindan, denizden uzak tuzlu ¢oller, kumlar, camurlu batakliklara
kadar ¢ok ¢esitli tuzlu alanlarda yagamini siirdiiren halofitlerin yasadig1 topraklarin hemen
hemen hepsi tuzlu-sodyumlu hafif alkali topraklardir. Bu topraklarda halofitlerin
yasamlarint devam ettirebilmesini saglayan 06zel durumlar, tuz konsantrasyonunu
seyreltebilen sukkulent yapinin olmasi, su alinimini saglayabilen igsel yiiksek iyon
konsantrasyonu ve iyon alim kapasitesi, su alinimini1 devam ettiren ¢oziinebilir ozmolitlerin
birikimi, tuzun vakuollerde bdliimlendirilmesi ve tuz keseleri ile tuzun biinyeden atilmasi
olarak siralanabilir (Ashraf, 2004; Grigore vd., 2014).

Halofitler ortamin tuz konsantrasyonuna gore gosterdigi tolerans yoniinden tiirler
arasinda farkliliklar gosterir. Bu farkliliklara gore birgok arastirmaci halofitleri farkl

siniflandirmistir. Ornegin, Strogonov (1964)’a gore halofitler; asir1 tuz kosullarinda
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yasayabilen gergek halofitler (euhalofitler) ve orta dereceli tuz kosullarinda yasayabilen
halofitler (oligohalofitler) olarak iki alt gruba ayrilir. Bununla beraber, diisiik tuz veya tuz
icermeyen kosullarda normal gelisim gosteren halofitler fakiiltatif halofit, ancak yine ayni
kosullarda yetisemeyen, biiyiimesi icin yiikksek tuz kosullarina ihtiya¢ duyan halofitler
zorunlu (obligat) halofitler olarak adlandirmistir. Obligat halofit olarak Salicornia herbacea
ve Atriplex vericaria bilinmektedir. Breakle (1983)’a gore ise halofitler; euhalofitler,
recretohalofitler, pseudohalofitler ve nonhalofitler olarak dort ana gruba ayrilmistir.
Euhalofitler, biinyesine alinan tuzu doku ve hiicrelerde boliimlendiren, yash bitki
kisimlarinda biriktiren ve ortamdaki tuz artisina olduk¢a dayanikli olan bitkilerdir.
Yapraklar1 sukkulent ve govdesi sukkulent olmak iizere euhalofitler iki gruba ayrilmistir.
Recretohalofitler ise tuz bezleriyle disariya tuz salgilayanlar ve tuz keseleri ile igsel tuz
salgilayanlar olmak iizere ikiye ayrilmigtir. Dokularinda tuzu kismen bdlmelendiren
pseudohalofitler ise, kismen gergek halofitler gibi davranabilen bitkilerdir. Nonhalofitler de
tuzlu alanlarda uygun mevsimlerde gelisip bu sekilde tuzun alinimini sinirlayan ya da Na*
ile CI iyonlarina karsi secici olan halofitler olarak siiflandirilmistir. Grigore ve Toma
(2010) ise anatomik gozlemlerini ekolojik faktorlerle biitiinlestirerek halofitleri; ekstrem
halofit ve mezohalofit olmak {izere ikiye ayirmistir. Ekstrem halofitler ortam sartlarina iyi
adapte olmus halofitlerdir ve sadece tuzlu ortamlarda biiyiiyebilirler. Ozellikle tuzluluk
toleransi ¢alismalarinda siklikla kullanilan, Arabidopsis (Arabidopsis ile ilgili model tiirler
(ARMYS)) bitkisiyle yakin akraba olan Tuz Golii ve g¢evresinde yetisen halofit Futrema
parvulum (syn. Thellungiella parvula ve Schrenkiella parvula, Brassicaceae) model bitkisi
ekstrem halofitlere Ornektir (Amtmann, 2009). Bununla birlikte, Amaranthaceae
familyasinin sukkulent tiirleri de (Salicornia, Suaeda, Halimione ve Petrosimonia) ekstrem

halofitlere 6rnek olup, yiiksek tuzluluk kosullarina en iyi sekilde adapte olmuslardir.

1.7. Halofitlerin Tuza Diren¢ Mekanizmalari

Tuzun neden oldugu etkilere karsi bitkiler sahip oldugu sakinim veya tolerans
mekanizmalar ile tuz stresine karst dayamiklilik sagladigi bilinmektedir (Levitt, 1980).
Tuzlu ortamlarda halofitler disg ortamdan ii¢ farkli sekilde etkilenirler. (1) Ozmotik kisitlama:
Tuz ortamdaki su potansiyelinin diigmesine neden olur. Boylece bitkinin su almimini
engellemis olur. (2) Dokularda Na* ve Cl nin toksik birikimine bagli olarak meydana gelen

iyon stresi. (3) Na" 'nin, CI', NOs", HoPO4” ve SO472 ve diger zorunlu katyonlar olan K*, Mg*?,
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Ca™ ile rekabet etmesinden kaynaklanan besin stresi. Bu ii¢ stresin ortak bir paydasi
ROT’larin birikmesinden sorumlu olmalaridir. Tuzlu kosullarda yasayan halofitler, bu
streslere kars1 adaptasyon mekanizmasi gelistirmek zorunda kalmiglardir. Bu adaptasyonlar,
bitkinin farkli kisimlarinda, organlarda, hiicrelerde, zarlarda ve molekiiler seviyede
bulunurlar. Halofitler, ozmotik diizenleme stratejisi (ozmotik ya da tolerans stratejisi) ve
kaginma stratejisi olarak iki ana strateji benimsemislerdir.

Tuzdan sakinim olay1 bazi fizyolojik ve yapisal adaptasyon mekanizmalar gerektirir.
Halofitler i¢in {ic ana sakinim yontemi vardir. Birincisi tuzun kokler tarafindan
uzaklastirilmasi olayidir. Bu durumun bir yolu rizosferde yliksek tuz varliginda, Na* ve CI°
iyonlarinin kok tarafindan belirli bir miktarda bitki biinyesine alinmasi saglanarak
siirgiinlerdeki asir1 Na' i¢eriginden kaginilmis olur. Kokte Na"’nin engellenmesi kaspari
seridi tarafindan gerceklestirilir. Kokten Na™y1 uzaklastirmanin bir diger yolu da Na®
girisinin kok hiicreleri tarafindan engellenmesi ve toprak ¢ozeltisine dogru Na* ¢ikisinin
arttirilmasi  yoniindedir. Boylece kokten ksileme Na™’nin gec¢isi en aza indirilirken,
ksilemden koke Na* girisi en tist diizeyde tutulmaktadir (Tester ve Davenport, 2003). Kokler
tarafindan Na' diizenlenmesi kokiin iletim hiicrelerindeki tasiyici proteinler aracihigiyla
gerceklesir (Botella vd., 2005) (Sekil 1). Ikincisi ise, tuzun elimine (atma) edilmesiyle
uzaklastirilmasidir. Halofitler tuzu, tuz bezleri veya tuz salgi tiiyleri gibi 6zel yapilar
sayesinde elimine etmektedir (Shabala vd., 2014; Dassanayake ve Larkin, 2017) (Sekil 1).
Halofitlerin yaklasik olarak %50’si tuz bezlerine sahiptir. Tuz salgi bezleri tuzu disari
salgilarken, tuz salgi tiiyleri ise fazla tuzu biiylik vakuollerde biriktirir ve tuz dokulardan
fizyolojik olarak uzaklastirilir (Breckle, 2002). Ceplerin ¢ap1 epidermal hiicrelerden on kat
daha biiyiik oldugundan, her epidermal cep yaklasik bin kat daha fazla biiyiik hacime sahiptir
ve bu nedenle yaprak hiicre vakuollerine kiyasla bin kat daha fazla Na® boliimlendirebilir
(Shabala vd., 2014). Tuzun bosaltim mekanizmas1 ozellikle tuz salgi bezleri araciligiyla
sakinim saglayan bitkilerde aciklanmistir. Bu bitkilerde, sivinin bazal hiicreden apikal
hiicreye hareketi, iki hiicre arasindaki plazmodezmalarla yapilir. Derisik tuz ¢ozeltisi,
toplama hiicresinde, apikal hiicrenin ¢eperi ve kutikula arasinda saklanir ve sonug olarak
tuzlu ¢ozelti kutikuladaki kiiciik agikliklarla yaprak yilizeyine dogru ilerler. Tuz bezlerinden
su buharlagarak yaprak yiizeyinde tuzlar kristal forma dontisiir, bu kristal yapilar riizgar veya
yagmurlarin etkisiyle patlarlar (Lipscshitz vd., 1974). Ornegin, Zoysia bitkisi yapraktaki tuz
bezleri yoluyla iyon bosaltimini sagladigi ve tuzluluk toleransinin tuz bezlerinin

yogunluguyla iliskili oldugu belirtilmistir (Marcum vd., 1998). Bununla beraber, Poales
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(deluropus littoralis ve Chloris gayana), Myrtales (Laguncularia racemosa),
Caryophyllales (Mesembryanthemum crystallinum ve Atriplex halimus) gibi bazi
familyalara ait tiirlerde tuz bezleri tanimlanmistir. Tuzdan sakinim yonteminin diger bir yolu
da tuz igerigi yliksek olan yagl yapraklarin dokiilmesiyle tuzun atilmasi olayidir. Bu yontem
tuzlu kosullara adapte olmus tuz salgilama mekanizmasi olmayan bitkilerdeki ozelliktir.
Ugiinciisii bitki dokularinin sukkulentlik kazanmasi ve tuzun floem yolu ile yeniden
dagilimidir. Vakuolde Na® ve CI” birikimi kok veya yaprak sukkulentligini arttirir.
Sukkulentlik yaprak dokusunda var olan fazla tuzun seyreltilmesini saglayan mekanizmadir
ve bOylece bu mekanizma ile halofitler yiiksek tuz altinda biiyiitiildiigiinde ozmotik
ayarlamay1 destekler (Kramer, 1984). Cok sayida halofitin karakteristik 6zelligi olan
yapraklarda veya koklerdeki sukkulentlik, hiicre boyutunda ve yaprak kalinliginda bir artig
doku hacmi bagina diisen ylizey alaninda ve stoma sayisinda bir azalma ve birim yiizey
alaninda yiiksek bir su icerigi ile iliskilidir (Dajic, 2006). Artan sukkulentlik, biriken tuzlarin
seyreltilmesi ve i¢ suyun korunmasi agisindan bir adaptasyon olarak yapraktaki su durumu
ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Debez vd., 2004). Tuzun floem yolu ile yeniden
dagilimu, bitkideki aktif ve gen¢ dokulardan Na*’nm ve Cl’nin tekrar floeme aktarilarak
kokten disar1 atilmasiyla yapraklardaki tuz miktarinin seyreltilmesi olayidir (Larcher, 1995)
(Sekil 1).

Halofitlerin tuz toleransi esas olarak vakuolde Na' ve CI birikimi yeteneklerine
baglidir ve bu yiizden halofitler sitoplazmadaki Na" ve Cl igerigini vakuole gbre onemli
derecede daha diisiik tutarlar. Boylece bu durum, metabolik faaliyetlerin inhibisyonunu
engeller (Flowers vd., 1986; Serrano ve Gaxiola, 1994). Tuz stresi ile bas edebilmek i¢in
bitkiler, kdkten iyon alinimi, secici iyonlarin hiicreye alinimi ya da bosaltimi, toksik
tyonlarin dagilimi, ozmolit bilesiklerin sentezi, antioksidan enzimlerin birikimi gibi tolerans

mekanizmalarina sahiptirler (Parida ve Das, 2005).
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Sekil 1. Halofitlerde tuza direng mekanizmalari. (a) Tuz toleransi (b)Tuzdan sakinim
(Hamed vd., 2018)

M

1.7.1. Iyon Homeostasinin Diizenlenmesi ve SOS Yolu

Toprakta asir1 ¢oziinen tuzlarin varligi, bitkiler i¢in elzem olan mineral besin
maddelerinin alimi ve metabolizmas: ile rekabet eder. Fakat, artan tuz alinimi, Na*, CI°,
SO4? yiiksekligi gibi spesifik iyon toksisitesini tetikler. Bu durum P, N, K*, Ca*?, Mg*
alimimmini engelleyerek bitki mineral beslemesini etkiler (Serrano ve Gaxiola, 1994; Zhu,
2001). iyon homeostasisi Na*"’y1 dokularda diisiik ya da tolere edebilir oranlarda tutarak, K*
ve Ca'? gibi diger temel besinlerin secici olarak alinmasi tuz toleransiin diger bir énemli
yoniidiir. Hiicresel diizeyde Na"’nin diizenlenmesi, hiicrede plazma membranina bagh
bulunan Na'/H" antiportirlar1 (SOS yolu) ile hiicreden fazla Na”’nin disar1 atilmasi ve
tonoplast Na'/H" antiporterleri araciliiyla vakuol i¢ine alinmasi ile saglanir. Ayrica HKT-
tip tastyicilar, se¢ici olmayan katyon kanallar1 (NSCCs), glutamat reseptorleri (GLRs), siklik
niikleotid gegit kanallar1 (CNGCs) gibi bazi proteinler Na* diizenleyici sistemler olarak rapor
edilmistir (Assaha vd., 2017).

Iyon homeostazinin diizenlenmesi ile ilgili Arabidopsis’de tuz tolerasinda gorev alan

SOS1, S0OS2, SOS3 olmak iizere ii¢ lokus bilinmektedir (Qui vd., 2002). SOS3 geni kalsiyum
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baglayici bir proteini, SOS2 geni serin/treonin protein kinazini ve SOSI geni bir plazma
membrani olan Na*/H" antiporterini kodlamaktadir. SOS (Salt Overly Sensitive: Tuza Asiri
Duyarli) genlerinin kontroliindeki SOS sinyal yolu, Na® ve K" iyon dengesini
diizenlemektedir. SOS sinyal yolu asir1 miktarda hiicre i¢i ve hiicre dis1 Na' birikimiyle
sitoplazmik Ca'? sinyalinin uyarilmas1 sonucu baslamaktadir. SOS3, SOS? ile etkileserek,
SOS?2 aktif hale getirilir (Shi vd., 2000). SOS2 ile SOS3, SOSI’1 aktive ederek, SOSI’in gen
ifadesini kontrol eder. SOSI1’in aktif olmasiyla birlikte tuz stresi altinda iyon dengesi

saglanarak tuza tolerans saglanmis olur (Gong vd., 2004) (Sekil 2).
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Sekil 2. Iyon dengesinin SOS sinyal iletim yolu, tuz stresi ve kalsiyum diizeyleri
tarafindan diizenlenmesi. SOS1, SOS2, SOS3, AtNHX1,2,5 proteinleri tuz
stresiyle aktiflestirilir. SOS1: plazma zarnn Na'/H" antiporteri; SOS2:
serin/treonin kinaz; SOS3: Ca' baglayan protein; HKT1: sodyum girisi
tagiyicis;; AKT1: K girisi kanali; NSCC: secici olmayan katyon kanali;
AtNHX1,2 veya 5: hiicre i¢i zar Na'/H" antiporteridir.

1.7.2. Ozmolitlerin (Organik Coziinenler) Biyosentezi

Stres kosullarinda ozmotik dengenin saglanmasi ve hiicresel yapilarin korunmasi
ozmolitlerin birikimiyle ger¢eklesmektedir. Ozmolitlerin 6ncelikli gorevi turgorun devamini
saglayarak dehidrasyona ugramis hiicrelerdeki makromolekiilleri korumaktir (Szabados vd.,

2011). Ayrica, hiicrelerin ozmotik potansiyelini ayarlayabilirler ve bdylece membranlar ile
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makromolekiillerin yapilarini koruyabilirler (Slama vd., 2015). Bir dizi arastirmaci ozmotik
potansiyeli azaltmak i¢in tuz stresine maruz kalan bitkilerde ozmotik ayarlamanin prolin,
glisin betain, coziinlir sekerler, serbest amino asitler, poliaminler gibi ozmolitlerin
birikmesiyle olustugunu bildirmistir (Xiong ve Zhu, 2002).

stresine cevap olarak ozmotik ayarlama saglanmaktadir (Flowers ve Colmer, 2008). Halofit
hiicreleri prolin katabolizmasinin kontroliinde ve birikiminde glikofitlerden daha etkilidirler.
Ozmoprotektan olarak rol oynayan ozmolitlerin igeriklerindeki artigla birlikte bitkilerin tuza
daha fazla tolerans gosterdigi ve tuz stresine erken bir cevap olusturdugu bulunmustur
(Fedina vd., 2002). Bitkilerde artan prolin seviyesi hiicrelerdeki turgorun devamini saglar
ve prolin birikimi bitkide bir stres gostergesi olarak kabul edilir (Jagesh vd., 2010). Tuz stresi
altinda halofitlerin prolin igerigi glikofitlere gére farklilik gostermektedir. Ornegin, halofit
Cakile maritima'min yapraklar1 ve kokleri kontrol durumunda 4. thaliana'ya benzer bir prolin
havuzu sunarken, tuz stresinden 72 saat sonra yapraklarda A. thaliana'dan iki kat daha fazla,
koklerde ise ii¢ kat daha fazla prolin birikimi meydana gelebilmektedir (Ellouzi vd., 2014).
Bu da halofit C. maritima’nin ozmotik ayarlamay1 saglamak i¢in Na"ya ek olarak organik
ozmolitler biriktirebildigini gdstermektedir. Prolin birikiminin tuz toleransi iizerindeki
yararl etkisi ¢esitli halofit tiirlerde arastirilmistir (Szabados ve Savoure, 2010; Slama vd.,
2015). Arabidopsis'in iki halofit yabani akrabasi olan Thellungiella salsuginea ve Lepidium
crassifolium, kontrol ve tuz stresi kosullarinda A. thaliana'dan daha fazla prolin
biriktirmislerdir (Murakeozy vd., 2003; Taji vd., 2004; Ghars vd., 2008). Tuz stresi altinda
halofit Hordeum marinum (Seckin vd., 2010) ve halofit olmayan Camphorotma annua
(Murakeodzy vd., 2003) gibi bitkilerde prolin, glisin-betain ve poliollerin seviyesi arttig1
bilinmektedir. Baska bir ¢alismada, tuz stresi altinda Cichorium intybus’un (yabani hindiba)

prolin ig¢eriginin énemli derecede arttig1 rapor edilmistir (Sergio vd., 2012).

1.7.3. Antioksidan Sistem

Bitki hiicresinde sinyal yollarindaki ROT’lar tiim organizmalar i¢in dnemlidir. Ancak
hiicrede asir1 ROT birikimi oksidatif stresi tetikler. Bitkilerde oksidatif stres, lipid
peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein denatiirasyonu gibi bir¢ok zararl etkiye neden olur.
Glikofitler ve halofitler arasinda ROT'a kars1 duyarlilik farklidir. Aslinda, yiiksek tuzluluk
ROT olusumuna yol agabileceginden, halofitlerde daha yiiksek bir ROT seviyesi
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goriilmektedir. Bu nedenle ROT larin temizlenmesi bitkilerin tuza toleransinda kritik dneme
sahiptir ve buna gore halofitler hiicrede ROT seviyesini diizenlemek i¢in enzimatik ve

enzimatik olmayan gii¢lii antioksidan sistemler ile donatilmistir (Bose vd., 2014).

1.7.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicre icinde farkli boliimlerde yerlesmis antioksidan sistemin bazi enzimleri
siiperoksit ~ dismiitaz  (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon
rediiktaz (GR) ve guaikol peroksidaz (GPOD)’dir (Das ve Roychoudhury, 2014).

1.7.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Biitiin aerobik organizmalarda her yerde bulunan siiperoksit dismiitaz (SOD) bir
metaloenzim ailesine aittir. Cevresel stresler altinda SOD, ROT kaynakli olusan hasarlara
kars1 ilk savunmay1 yapan enzimdir. SOD, O>7’yi H202’ye doniistiirerek, O>’nin
uzaklastirilmasini katalize eder. Bu, Haber-Weiss reaksiyonuyla OH" olusum ihtimalini
ortadan kaldirir. SOD’lar baglandiklar1 metal iyonlarina bagli olarak Mn-SOD
(mitokondride lokalize), Fe-SOD (kloroplastta lokalize) ve Cu/Zn-SOD (sitosolde lokalize)
olmak iizere {i¢ izoenzime ayrilir (Mittler, 2002). SOD ifadesinin abiyotik stres kosullarinda

yukar1 yonlii diizenlendigi (up-regule edildigi) bilinmektedir (Boguszewska vd., 2010).

Or-+ Op + 2H" =390 21,0, + O»

1.7.3.1.2. Katalaz

Katalaz (CAT), H202’nin H20 ve O2’ye ayrilmasini katalize etmekten sorumlu olan
bir enzimdir. H>O; yiiksek affiniteye sahip bir enzimdir, ancak organik peroksitlere (R-O-
O-R) kars1 daha az o6zgilliigli vardir. Peroksizomlar yag asitlerinin [B-oksidasyonu,
fotorespirasyon, piirin katabolizmas1 ve oksidatif stresten dolayr H,O, {iretiminin énemli
noktalaridir. Bununla birlikte, yapilan bir ¢calisma ile CAT 1n sitosol, kloroplast, mitokondri

gibi boliimlerde de bulundugunu gésterilmistir (Mhamdi vd., 2010).
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H,On L H,O+ (1/2) O2

1.7.3.1.3. Askorbat Peroksidaz

Askorbat peroksidaz (APX), askorbat-glutatyon (ASC-GSH) dongiisiiniin ayrilmaz
bilesenidir. CAT, peroksizomlardaki hidrojen peroksiti biiyiik 6l¢lide temizlerken, APX
sitozol ve kloroplastta ayn1 gorevi gérmektedir. APX indirgeyici madde olarak askorbati

(ASC) kullanarak H»O:’yi, H>O ve dehidroaskorbat (DHA)’a indirger.

H.0:+ ASC 2P* 4 72 H,0 + DHA

APX ailesi sitozolik, peroksizomal, mitokondriyal ve kloroplastik (stromal ve tilakoid)
olmak tizere farkli lokalizasyon ve farkli amino asite dayali bes farkli izoformdan olusur
(Sharma ve Dubey, 2004). H2O> icin APX, CAT’dan daha yiiksek bir affiniteye sahip

oldugundan, stres kosullarinda H>0>’1 katalazdan daha iyi temizleyen bir enzimdir.

1.7.3.1.4. Monodehidroaskorbat Rediiktaz

Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), NADPH’1 indirgeyici ajan olarak
kullanarak, MDHA 'nin askorbata (ASC) doniisiimiinii saglayarak, hiicresel ASC havuzunun
yenilenmesini diizenler. MDHAR, askorbik asiti yenilediginden, peroksizomlarda ve
mitokondrilerde APX ile birlikte bulunurlar. MDHAR, kloroplast, mitokondri,

peroksizomlar, sitozol ve glioksizomlarda sinirli birka¢ izoenzime sahiptir. (Mittler, 2002).

MDHA +NADPH _ , ASC+NADP™
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1.7.3.1.5. Dehidroaskorbat Rediiktaz

Dehidroaskorbat (DHAR), elektron vericisi olarak indirgenmis glutatyonu (GSH)
kullanarak dehidroaskorbati (DHA) ASC'ye indirger (Eltayeb vd., 2007). Bu onu, MDHAR
disinda hiicresel ASC havuzunu yeniden diizenleyen baska bir bilesik yapar. DHAR
tohumlarda, koklerde ve yesil slirglinlerde oldukga fazladir (Das ve Roychoudhury, 2014).

DHA + 2GSH ——» ASC + G55G

1.7.3.1.6. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR) NADPH’1 indirgeyici olarak kullanarak, GSSG’yi GSH’a
indirgeyen bir flavoprotein okside rediiktazdir. Indirgenmis glutatyon (GSH), MDHA ve
DHA’dan askorbatin (ASC) yeniden olusumu i¢in kullanilir. ASC-GSH ddngiisiiniin 6nemli
bir enzimi olan GR, yliksek bir hiicresel GSH/GSSG oranini1 korumak i¢in glutatyon distilfit
icerisinde bir distilfit bag olusumunu katalize eder. GSH, tiol gruplarinin oksitlenmesini
onlemek i¢in indirgeyici rol oynayan diisiik molekiiler agirlikli bir bilesiktir (Das ve

Roychoudhury, 2014).

GSSG + NADPH — 2GSH + NADP™

1.7.3.1.7. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GPX), hem normal metabolizma sirasinda hem de stres
sirasinda fazla H>O»'yi temizleyen 40-50 kDa agirligindaki monomerlerden olusan HEM
grubu igeren bir enzimdir. indol asetik asiti degrede ederek ve bu siirecte H>O-'yi kullanarak
biyotik strese karg1 savunma saglamasinin yani sira lignin biyosentezinde énemli rolii vardir.
GPX, guaiakol ve pyragallol gibi aromatik bilesikleri elektron verici olarak tercih eder
(Asada, 1999). Ayrica hiicre i¢inde (sitosol, vakuol), hiicre duvarinda ve hiicre disinda aktif

oldugu i¢in, H20O,'in uzaklastirilmasinda anahtar enzim olarak kabul edilir.

H0, + GSH "X H,0 + GSSG
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1.7.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.7.3.2.1. Askorbat (L-Askorbik Asit, C Vitamini)

Yapilan arastirmalara gore askorbat (ASC) bitkilerde enzimatik olmayan
antioksidanlarin 6nemli bir bilesigi olup bitki biiyiimesinde, hormon sinyallemesinde,
Ozellikle tuza cevapta Oonemli bir modiilasyona sahiptir (Mellidou ve Kanellis, 2017).
Elektronlarin1 ¢ok cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlara verebildigi icin
giiclii bir antioksidan olarak kabul edilir. ASC’nin biiyiik bir ¢cogunlugu bitki hiicrelerinin
mitokondrisinde Smirnoff-Wheeler yolunda L-galactano-y-lakton dehidrojenaz tarafindan
katalizlenen yolak tarafindan katalizlenir, diger bir kism1 ise D-galakturonik asitten iiretilir.
ASC havuzunun %901 sadece sitozolde degil, ayn1 zamanda biiyiik 6l¢ciide apoplast i¢inde
birikir, boylece ASC’ler bu bolgelerde bulunarak ROT saldirisina karsi ilk savunma hatti
olarak gorev alir (Barnes vd., 2002). Ozellikle ASC, bitkilerde tuza toleransini arttirmak igin
ROT homeostazinin hassas kontroliinde kritik rol oynar (Wang vd., 2013).ASC, H,O,,OH~
, 027 ile reaksiyona girer ve membranlar1 oksidatif hasardan koruyarak, a-tokoferolii

tokoferoksil radikalinden yeniden {iretir (Shao vd., 2005).

1.7.3.2.2. Glutatyon

Glutatyon (GSH), sitozol, ER, mitokondri, kloroplastlar, vakuoller, peroksizomlar ve
hatta apoplast gibi hemen hemen biitiin hiicresel boliimlerde bol miktarda bulunan diisiik
molekiiler agirlikli bir tiyol tripeptiddir (y-glutamil-sisteinil-glisin). Hiicre farklilagmasi,
hiicre biiylimesi/boliinmesi, hiicre Oliimii, senesens, siilfat tasinmasimin diizenlenmesi,
metabolitlerin  konjugasyonu, enzimatik aktivitenin diizenlenmesi, proteinlerin ve
niikleotidlerin sentezi ve strese cevap genlerinin ekspresyonu gibi ¢esitli siireclerde rol
oynar. (Mullineaux ve Rausch, 2005). GSH'nin bu ¢ok yonliiliigii, yiiksek indirgeme
potansiyeline sahip olmasindan kaynaklidir. GSH, H202, '02, OH" ve Oy radikallerini
temizler ve ilave tirlinler olusturarak (glutatillenmis) farkli biyomolekiilleri korur. Ayrica
GSH, GSSG’ye doniismek icin askorbik asitin yeniden olusumunda hayati bir éneme
sahiptir. Bu sekilde iiretilen GSSG ya sentez yoluyla ya da enzimatik olarak GR tarafindan
GSH’a doniistiiriiliir. Bu durum hiicresel GSH havuzunu doldurur. GSH ayrica, fitoselatin

sentaz yoluyla fitoselatinlerin olusumuna (Roy Choudhury vd., 2012a) ve agir metal
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iyonlarini gelatlamaya ve boylece bitkilerde ROT olusum kaynagini temizlemeye yardimci
olur (Roy Choudhury vd., 2012b). Bu nedenle, GSH ve GSSG arasindaki hassas denge

hiicrenin redoks durumunu korumak i¢in gereklidir (Das ve Roychoudhury, 2014).

1.8. Asteraceae Familyasi ve Scorzonera Cinsinin Ozellikleri

Asteraceae familyas: 1600-1700 cins ve 24.000- 30.000 arasi tiir ile diinyanin en
zengin vaskiiler bitki ailesidir. Asteraceae'nin bir¢ok dogallagmis tiiyesi bilinmektedir
(Moreira Muioz ve Mufoz-Schick, 2007). 134 cins ve yaklasik 1200 tiir ile Asteraceae
familyas1 Tiirkiye ve Ege’nin dogusundaki adalarin florasinda en genis tiir sayisini temsil
eder. Bu taksonlarin Tiirkiye i¢in %37 endemizim orani olmak iizere 447’°si endemiktir.
Asteraceae familyasina ait tiirler farkl iki tip ¢icekli kapituluma sahiptir. Birincisi tubulat
cicek olup korollasi tiip seklindedir, ikincisi ise, ligulat ¢icek olup korollas dil seklindedir.
Bazi taksonlar her iki tipe ait ¢igege sahipken, bazilar1 da ya sadece ligulat ya da sadece
tubulat ¢igege sahiptir. Scorzonera cinsine ait ¢igekler yalniz liguat yapilidir.

Scorzonera L. (Asteraceae), 75 taksona sahip en biiylik cinstir (Bremer, 1994).
Tiirkiye’de bulunan Scorzonera’larla ilgili ilk calisma Chamberlain (1975) tarafindan
yapilmistir. Chamberlain’e (1975) gore Tiirkiye’de 39 Scorzomera tiirii bulunmaktadir.
Giliniimiizde Scorzonera, genis anlamda Tiirkiye'de 52 tiir (59 takson) ile temsil edilmektedir
ve bunun 31 tanesi endemiktir. Oysa Avrupa florasinda sadece 28 tane ile temsil edilir
(Chater, 1976). Bunun anlami, Tiirkiye Scorzomera cinsinin ¢esitliliginin 6nemli bir
merkezidir. Avrasya ve Afrika'nin kurak bolgelerinde oldukg¢a yayilmislardir (Nazarova,
1997). Tek veya c¢ok yillik otsu ya da yar1 ¢alimsi olan Scorzonera tiirlerinin kok yapilari
sert kalin olup silindir ya da yumru seklindendir. Yapraklar bazal veya gévde de olup, basit,
linear, ovat-lanseolat ya da derin loblu formda olup, sapli/sapsiz seklindedir. Cigekleri
beyaz, mor, sar1 ya da menekse rengindedir. Akenleri ise silindir, diiz veya oluklu, tiiylii ya
da tiiysiiz, sapli veya sapsizdir. Scorzonera cinsine ait tiirler giizel kokulu olmalari
sebebiyle diinyanin bazi iilkelerinde yemeklerde tatlandirici olarak (Paraschos vd., 2001),
bazi tiirlerinin ise Avrupa, Asya ve Anadolu'da geleneksel tipta kullanildig1 bilinmektedir
(Ertug, 2000; Zidorn vd., 2003). Ornegin Scorzonera humulis L. tiirii sebze olarak,
Scorzonera mollis M. halk arasinda tibbi yonden kullanilmaktadir. (Franke, 1997). Ayrica
Avrupa’da bazi iilkelerde ve 6zellikle Tiirkiye’de Scorzonera mollis’in kurutulmus kokleri

sebze olarak kullanilmaktadir (Ertiirk ve Demirbag, 2003). Ezer ve Arisan (2006) yaptiklari
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bir ¢alismada, Merzifon ydresine ait Scorzonera eriophora tiiriiniin ilk defa halk ilac1 olarak
kullanildigini belirlemistir. Bu tiiriin Tiirkiye’ye endemik oldugu ve ayrica insanlarda astim,
mide agris1 ve bogaz enfeksiyonlarina kars1 kullanildigi bildirilmistir.

Scorzonera hieraciifolia Hayek (1907) halk arasinda “Cibil tekesakali” veya “Kir
sakiz1” olarak bilinen, tuzlu batakliklarda ve bozkirlarda yasayan, ¢ok yillik, siitlii halofit bir
bitki tiiriidiir. Iran-Turan Bolgesinde yayilis gosteren Tiirkiye’ye endemiktir. Cigeklenme

donemi Haziran-Agustos aylaridir. Bitkilerin boylar1 5-15 cm kadardir (Sekil 3).

Sekil 3. Scorzonera hieraciifolia



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitki Materyalleri ve Sterilizasyonu

Scorzonera hieraciifolia L. akenleri, Sivas Todiirge Golii'nden Recep Tayyip Erdogan
Universitesi’nden Prof. Dr. Serdar MAKBUL, Eutrema parvulum tohumlar1 ise Ege
Universitesi'nden Prof. Dr. Ismail TURKAN tarafindan temin edildi. Scorzonera
hieraciifolia’nin ekstrem halofit olma 6zelligini belirlemek i¢in 600 mM tuza dayanan ve
ekstrem halofit model bitki olan Eutrema parvulum (syn. Schrenkiella parvula ve
Thellungiella parvula) (Orsini vd., 2010) tohumlar1 kullanildi. Olgun Scorzonera
hieraciifolia L. akenleri pappus tiiylerinden temizlendi ve dncelikle filtre kagidi igeren petri
kaplarinda 2 giin siireyle 4 °C sicaklikta buzdolabinda bekletilerek soguk sokuna maruz
birakild1 (Sekil 4). 2 giiniin sonunda, steril kabin igerisinde aken ve tohumlarin sterilizasyonu
yapildi. Bunun icin ilk olarak %10’ luk (v/v) ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (NaClO)
icerisinde akenler 8 dk. boyunca bekletilerek yiizey strelizasyonu yapildi ve steril damitilmis
su ile ii¢c asamali sekilde durulama islemi yapilarak sterilizasyon islemi tamamlandi. F.
parvulum tohumlar1 da ayni sekilde soguk sokuna maruz birakildi ve 4 dak boyunca %10°luk
NaClO ¢ozeltisinde bekletilip, steril damitilmis su ile durulama yapilarak sterilizasyon

islemi gerceklestirildi.

Sekil 4. Scorzonera hieraciifolia akenlerinin ¢ift katli 1slak filtre kagidi
arasinda petri kaplarindaki goriintimii
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2.2. Doku Kiiltiiriiniin Besin Ortami, Kosullar: ve Tuz Uygulamalari

Hem Scorzonera hieraciifolia hem de Eutrema parvulum bitkisi i¢in bazal besin
ortamlar1 Murashige ve Skoog (1962) (MS), sukroz ve agar ile olusturuldu. Bu bazal besiyeri
ortami, ¢esitli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri (kinetin, izopentil adenin (2-
IP) ve naftelen asetik asit (NAA)) igermekteydi (Tablo 2 ve Tablo 3). Amaca uygun olarak
MS, sukroz, agar ve bitki biiyiime diizenleyicileri uygun dozlarda tartilarak, saf suda ¢oziildi
ve ortamlarmin pH’1 5,8’e ayarlandi. Hazirlanan besiyeri ortamlar1 121 °C’de 1 atmosfer
basing altinda otoklavlanarak steril edildi. Kullanilan pens, cam malzemeler ve bitkilerin
bliyiitiildiigli besin ortamlarinin aktarildigi magentalar da yine otoklav yardim ile steril
edildi. Besin ortamlarinin magentalara aktarilma islemi steril kabin igerisinde
gerceklestirildi. Hazirlanmis olan besin ortamlarina, daha onceden steril hale getirilen
Scorzonera hieraciifolia akenleri ve Eutrema parvulum tohumlar aktarildi. Aken ve
tohumlar 24+2 °C’de, 151k yogunlugu 400-430 umol m™s™ olan, 16 saat giindiiz/8 saat gece
fotoperiyotta, yaklasik %60 nem iceren bitki biiylitme kabininde ¢imlendirilip sirastyla 30

ve 20 giin biiyiittldii.

Tablo 2. Scorzonera hieraciifolia akenlerinin ¢imlenme ve biiyiimeleri i¢in gegen siire ve
besin ortaminin igerikleri

Ortam Siire (giin) | Icerikler

Cimlenme | 15 MS (4,95 gr L") + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + kinetin (1
mg L)

Biiylime 30 MS (4,95 gr L") + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + 2-IP (2 mg
L)+ NAA (0,1 mg L")

Tablo 3. Eutrema parvulum tohumlarinin ¢imlenme ve biiylimeleri i¢in gegen siire ve besin

ortaminin igerikleri

Ortam Siire (giin) | Icerikler

Cimlenme | 15 MS (4,95 gr L") + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + kinetin (1
mg L)

Biiylime 20 MS (4,95 gr L") + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + 2-IP (2 mg
L)+ NAA (0,1 mg L")
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Doku kiiltlirii ortaminda biiyiitiilen fideler 0 (kontrol), 150, 300, 450 ve 600 mM
NaCl’den olusan 5 degisik muamele grubu en az 4 fide igerecek sekilde olusturuldu. Tuz
uygulamasi, tuz (NaCl) icermeyen doku kiiltlirii ortamindan (0 mM, kontrol) 150 mM tuz
iceren magentaya fide aktarimi ile baglatildi. Bir sonraki tuz konsantrasyonuna fidelerin
aktarim islemi 2 giin araliklarla kademeli olacak sekilde gergeklestirildi. Kademeli aktarim
islemi 450 mM tuza maruz kalmis fidelerin 600 mM tuz igeren magentaya aktarimi ile
tamamlandi. Bu sekilde hem S. hieraciifolia hem de E. parvulum ig¢in kademeli tuz
uygulamalariyla hazirlanan 5 muamele grubu 7 giin boyunca agagidaki tablolarda ayrintili

gosterildigi gibi tuz stresine maruz birakildi.

Tablo 4. Scorzonera hieraciifolia igin tuz konsantrasyonlari ve besin ortaminin igerikleri

NaCl Besin Ortam Icerikleri
Konsantrasyonlari
(mM)
0 MS (4,95 gr L") + Sukroz (%]1) + Agar (%0,8) + 2-IP (2 mg L") + NAA
(0,1 mg L)
150 MS (4,95 gr L") + Sukroz (%]1) + Agar (%0,8) + 2-IP (2 mg L'!) + NAA
(0,1 mg L") + 150 mM NaCl
300 MS (4,95 gr L") + Sukroz (%]1) + Agar (%0,8) + 2-IP (2 mg L'!) + NAA
(0,1 mg L") + 300 mM NaCl
450 MS (4,95 gr L) + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + 2-IP (2 mg L") + NAA
(0,1 mg L") + 450 mM NaCl
600 MS (4,95 gr L") + Sukroz (%]1) + Agar (%0,8) + 2-IP (2 mg L'!) + NAA
(0,1 mg L") + 600 mM NaCl

Tablo 5. Eutrema parvulum igin tuz konsantrasyonlari ve besin ortaminin igerikleri

NaCl Besin Ortam Icerikleri
Konsantrasyonlar
(mM)
0 MS (4,95 gr L) + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + 2-IP (1 mg L") +
NAA (0,1 mgL™)
150 MS (4,95 gr L) + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + 2-IP (1 mg L") +
NAA (0,1 mg L) + 150 mM NaCl
300 MS (4,95 gr L) + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + 2-IP (1 mg L") +
NAA (0,1 mg L) + 300 mM NaCl
450 MS (4,95 gr L) + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + 2-IP (1 mg L") +
NAA (0,1 mg L") + 450 mM NaCl
600 MS (4,95 gr L) + Sukroz (%1) + Agar (%0,8) + 2-IP (1 mg L") +
NAA (0,1 mg L") + 600 mM NaCl
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2.3. Scorzonera hieraciifolia’nin Ekstrem Halofit Olma Ozelliginin Belirlenmesi

S. hieraciifolia’nin ekstrem halofit bir bitki olma 6zelligini belirlemek i¢in; 600 mM
tuza dayanabilen ve ekstrem halofit model bir bitki olan Eutrema parvulum (Orsini vd.,
2010) bitkisi kullanildi. Doku kiiltiirii ortaminda biiyiitiilen S. hieraciifolia ve E. parvulum
fideleri yukarida belirtilen tuz uygulamalarina maruz birakildi ve morfolojik gbézlemler
(stirglin sayisi, siirgiin boyu, klorozis varlii) ve bazi stres parametrelerindeki (nispi su
igerigi, lipid peroksidasyonu ve H»O» igerigi) degisimler Olciilerek S. hieraciifolia’nin
ekstrem halofit olma 6zelligi tespit edildi. Ayrica yukaridaki stres parametrelerine ek olarak
S. hieraciifolia’nin yiiksek tuza tolerans gosterebilen bir bitki oldugunu belirlemek icin
bitkide siirglin taze agirhigi, silirgiin kuru agirhigi ve pigment igeriklerinin analizleri
gergeklestirilmistir.

S. hieraciifolia’nin tuza tolerans mekanizmasin1 daha detayli aydinlatmak i¢in farkli
tuz konsantrasyonlarina maruz birakilarak biiyiitilen S. hieraciifolia siirgiinlerinde

anatomik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimler belirlendi.

2.3.1. Bazi Temel Stres Parametrelerinin Belirlenmesi

2.3.1.1. Nispi Su Iceriginin Ol¢iimii

S. hieraciifolia ve E. parvulum bitkilerinin silirglin taze agirliklar olgtilerek veriler
kaydedildi. Daha sonra saf su iceren tiiplerde drnekler 16 saat boyunca bekletilerek turgit
agirliklar1 hesaplandi. Kuru agirlik hesabi icin de turgit agirliklar belirlenen 6rnekler 80
°C’de 48 saat boyunca etiivde bekletildi ve agagida belirtilen formiile gore tiim sayisal veriler

yerine koyularak 6rneklerin NSI’si hesapland: (Castillo, 1996).

2.3.1.2. Lipid Peroksidasyonu Tayini

S. hieraciifolia ve E. parvulum numunelerinden 0,1 gr tartilarak, 10 mL %0,1 trikloro
asetik asit (TCA) ile ekstrakte edildi. Ekstrakt 15.000 g’de 5 dk. santrifiij yapilarak, 1 mL
siipernatanta, %20 TCA + %0,5 tiobarbiturik asit karisimindan 4 mL ilave edildi. Karigim
95°C’de 30 dk. 1sit1ld1 ve sogumasi i¢in buz banyosunda bekletildi. Orneklerin absorbans

degerleri 532 ve 600 nm’de okundu ve kaydedildi (Heath ve Packer, 1968).
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2.3.1.3. Hidrojen Peroksit iceriginin Belirlenmesi

Velikova vd. (2000) tarafindan gelistirilen metot kullanilarak hidrojen peroksit (H20.)
igerigi belirlendi. S. hieraciifolia ve E. parvulum’dan 0,1 gr yas Ornekler tartildi.
Numunelerin ekstraksiyonu %0,1’lik TCA ile gerceklestirildi. Ekstrakt santrifiij edilerek 1
mL silipernatanta 10 mM potasyum fosfat tamponu ve 1 M potasyum iyodiir (KI) ilave
edilerek, 6rneklerin absorbans degerleri 390 nm’de dlgiildii. H>O; igeriginin hesaplanmast

icin gerekli standart egrisi Ek 1’de gosterildi.

2.3.1.4. Siirgiin Taze ve Kuru Agirhiklarinin Belirlenmesi

Her bir deney grubundan 4’er tekrarli olacak sekilde S. hieraciifolia bitkilerinin siirgiin
taze agirliklar1 (TA) tartild1 ve kaydedildi. Taze agirliklar1 hesaplanmis siirgiinler 65 °C’de

48 saat boyunca firinda kurutularak siirgtinlerin kuru agirliklart (KA) hesaplandi.

2.3.1.5. Fotosentetik Pigmentlerin Belirlenmesi

Fotosentetik pigmentlerin tayini Arnon’a (1949) gore yapildi. S. hieraciifolia
numunesinden 0,1 g tartilarak %80 aseton ile ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Daha
sonra santrifiij islemi 5000 g’de 5 dk. oda sicakliginda yapildi. Orneklerin absorbansi1 663,
645 ve 450 nm dalga boylarinda okundu. Klorofil a (Kla), Klorofil b (KIb), toplam klorofil
ve toplam karotenoid igeriklerinin Olglimii Lichtenthaler (1987) methoduna gore

belirlenmistir.

2.4. Scorzonera hieraciifolia’nin Tuza Tolerans Mekanizmasinin Belirlenmesi
2.4.1. Siirgiin Sukkulentlik Derecesinin Ol¢iimii
Sukkulentlik derecesi Qi vd., ’a (2009) gore yapildi. S. hieraciifolia’nin siirgiin taze

agirliklar1 (TA) ve kuru agirliklarinin (KA) hesabindan sonra, sukkulentlik derecesi bu iki

degerin birbirine oran1 (TA/KA) olarak ifade edildi.
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2.4.2. Siirgiin Kalinh@inin Belirlenmesi

S. hieraciifolia stirglinlerinin kalinligini belirlemek i¢in her gruba ait tiim siirgiinler tek
tek jilet yardimiyla siirglin boyunca boyuna kesildi. Daha sonra kesit alinan siirgiinler 11k
mikroskobu altinda (Olympus, CX21) okiiler metre yardimiyla birka¢ noktadan enine
Olciilerek, sayisal degerler not alind1 ve bu degerlerin ortalamasi alinarak stirglin kalinligi

hesaplandi.

2.4.3. Bitki Alaninin Belirlenmesi

S. hieraciifolia’da her bir siirgiin alam1 ImageJ adli goriintiiliime programi ile
belirlendi. S. hieraciifolia’ya uygun olan Image-Type -8 bit secenegi secildi ve Analyze-Set
Scale segeneginden referans araligi 1 cm girilerek dlgek ayart yapildi. Renkli goriintiilerin
istenen bicime getirilmesi i¢in Image-Adjust-Threshold basamagindan zemin siyah,
stirglinler kirmiz1 olacak sekilde siirglin alanlarinin sinirlar1 belirlendi ve her bir siirgiiniin
alan hesab1 Analyze- Tools- ROI Manager basamagindan gercgeklestirildi. Siirgiin alan

hesabu, her tuz uygulanmis gruptan 3’er tekrarli olacak sekilde siirgiinler segilerek yapildi.

244. Stoma Por Ac¢ikhiginin Belirlenmesi

S. hieraciifolia siirgiinlerinde farkli tuz konsantrasyonlarmin stoma por agikligi
tizerine etkileri belirlendi. Her tuz uygulamasi i¢in, orta damara yakin olacak sekilde
stirgiinlerden jilet yardimiyla yiizeysel kesitler alinarak sabit preparatlar hazirlandi. Isik
mikroskobu altinda (Olympus, CX21) 40x biiyiitme ile alanina diisen stomalarin por ac¢iklig1
okiiler mikrometre yardimiyla 6l¢iiliip, her bir bar aralig1 20 pm olacak sekilde, araliga diisen
stoma acikliklarin sayisal degerleri kaydedilerek, verilerin ortalamasi alindi. Stoma por
aciklig1 hesabi, her tuz uygulanmis gruptan 3’er tekrarl olacak sekilde siirgiinler secilerek

yapildi.
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24.5. Prolin iceriginin Belirlenmesi

I¢sel prolin seviyesindeki degisimi belirlemek icin S. hieraciifolia siirgiinlerinden 100
mg numune tartildiktan sonra %3’liik siilfosalisilik asitle homojenize edilerek, filtreden
gecirildi. Karigimin (2 mL) iizerine 1 mL asetik asit ve 1 mL ninhidrin ilave edildi. Ornekler
100 °C’de 1 saat su banyosunda tutularak, reaksiyonu sonlandirmak i¢in buzda sogutuldu ve
3 mL toluen eklenerek, vortekslendi. Orneklerin prolin igerikleri 520 nm’de olgiilerek
kaydedildi (Bates vd., 1973). Prolin hesaplanmasinda kullanilan standart egri grafigi Ek 2’de

sunuldu.

2.4.6. Toplam Coziinebilir Seker Iceriginin Belirlenmesi

S. hieraciifolia’nin kuru 6rnekleri (0.1 g), havanda 5 mL %70’lik etanol ile ezilerek
homojen hale getirildi ve karisim tiiplere aktarilarak 80 °C’de 3 dk. boyunca kaynatildi. Daha
sonra drnekler 10.000 g’de 5 dk. santrifiij edildi. Olgiim i¢in 100 pL siipernatant iizerine 900
uL saf su eklenerek seyreltilme islemi yapildi ve 1 mL %S5 fenol ve 5 mL %96 siilfiirik asit
ilave edilerek karisim vorteks yardimiyla homojen hale getirildi. Karisim tiiplere alind1 ve
oda sicakliginda bekletilerek sogutuldu. Orneklerin toplam ¢oziinebilir seker igerikleri 490
nm’de okundu. Standart glukoz konsantrasyonu 20 pug mL™"! olacak sekilde hazirlandiktan

sonra absorbansi 6lgiildii (Dubois, 1956).

24.7. Iyon Konsantrasyonlarindaki Degisimler

S. hieraciifolia bitki ekstraktlar1 (1g) kullanilarak, Dionex ICS-5000 sistemi ile anyon-
katyon analizleri yapildi (Haddad ve Jackson, 1990). Kloriir anyon iyon igerigi analizi
Dionex Ion Pac AS 9 HC (4x250 mm) ayrim kolonu ve 10 mM sodyum karbonat akiskan
faz (akis hizi: 1 mL/dk.) ile ger¢eklestirildi. Katyon iyon (sodyum, potasyum, magnezyum,
kalsiyum) iceriklerinin analizi ise, Dionex Ion Pac CS 12 A (3x150 mm) kolonu ve 20 mM
metasiilfonikasit yiiriitiicii faz1 (akis hizi: 0,5 mL/dk.) ile ger¢eklestirildi. Katyon baskilayici
kolon olarak Dionex CERS 500 (2 mm) ve anyon baskilayici kolon olarak Dionex AERS

500 (4 mm) kullanildi. Numuneler oto ornekleyici ile 20 pL hacimlerde kolona verildi.
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Sistemde Thermo Scientific iletkenlik dedektorii kullanildi ve Chromeleon yazilim sistemi

ile hesaplamalar yapildi.

2.4.8. Siiperoksit Iceriginin Belirlenmesi

Stiperoksit  igerigi  XTT {(2,3-bis  (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino) carbonyl] -2H-tetrazolium hydroxide} kullanilarak Schopfer vd., ’a (2001)
gore belirlendi. S. hieraciifolia stirgiinlerinden 0,5 g alinarak kiiciik pargalara ayrildi ve 3,5
unite mL™! siiperoksit dismutaz (SOD) iceren ve icermeyen 5 ml 500 uM XTT igeren, 10
mM Na-sitrat tamponunda (pH 7,0) karanlikta vakum infiltrasyonu yapildi. Numuneler 2
saat bu tamponda bekletildi. Daha sonra siirgiinlerdeki XTT indirgenmesindeki artis 470

nm’de spektrofotometrede okundu.

2.4.9. 3,3’ Diaminobenzidin Boyamasi ile H20: Iceriginin Belirlenmesi

Siirgiin dokusunda H>O» birikiminin belirlenmesi i¢in 3,3" Diaminobenzidin (DAB)
boyama protolokii Daudi vd. (2012)’nin methoduna gére modifiye edildi. S. hieraciifolia
stirgiinleri 0.05% v/v Tween 20 vel0 mM sodyum fosfat tamponunda (pH 7.0) hazirlanan
DAB’a maruz birakildi. Sonrasinda siirgiinler test tiliplerine yerlestirilerek standart
laboratuvar sallayicisinda 80—-100 rpm’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda,
stirglinler su banyosunda 90-95 °C de 15+5 dk. agartma soliisyonunda (etanol: asetik aist:
gliserol, 3:1:1)) kaynatildi. Siirgiinler taze agartma soliisyonunda 30 dk. bekletildi ve renk

degisimleri gézlendi.

24.10. Enzimatik Antioksidan Aktivitelerinin Tayini

2.4.10.1. Enzimlerin Ekstraksiyonu

S. hieraciifolia siirgiinlerinden 0,1 g tartild1 ve s1v1 azot igerisinde un haline getirildi.
Daha sonra 2 mL ekstraksiyon tamponu (50mM K>HPO4, | mM EDTA pH 7,0, %1 PVPP)
icerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt 4 °C’de 20000 g’de 20 dk. santrifiij edildi ve enzim

aktivitelerinde kullanilmak {izere siipernatanlar alindi.
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2.4.10.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich’e (1971) gore, 1 mL
reaksiyon karigimina (50 pL ekstrakt, 13 mM metiyonin, 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 75 uM nitro blue tetrazolyum) 2 uM riboflavin eklendi, sonra 10
dk. boyunca 375 umol m? s’ siddetinde beyaz 1sikta bekletildi ve 560 nm’de absorbans
degerleri kaydedildi.

2.4.10.3. Katalaz Aktivitesi Tayini

Katalaz (CAT) aktivitesi, Aebi’nin (1983) methoduna gore dl¢iildii. Enzim aktivitesi,
50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H»O; ve 20 puL enzim ekstrakti igeren 1

mL’lik reaksiyon karsiminin 240 nm’de 5 dk. araliklarla 6l¢iildii.

2.4.10.4. Guaikol Peroksidaz Aktivitesi Tayini

Guaikol peroksidaz (GPOD) Urbanek vd., 'nin (1991) yontemi baz alinarak belirlendi.
2 mL’lik reaksiyon karigimi (100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 5 mM guaiakol,
15 mM H>O», 0,1 mM EDTA ve 50 pL enzim ekstrakt) 470 nm’de 1 dk. siireyle dlgiilerek

enzim aktivitesi belirlendi.

2.4.10.5. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi Tayini

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi, 290 nm’deki absorbansa bagli azalisa gore
belirlendi (Nakano ve Asada, 1981). 1 mL’lik reaksiyon karigiminin (20uL enzim ekstrakti,
50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 250 uM askorbat (ASC) ve 5 mM Hx0»)
dlciilmesiyle enzim aktivitesi belirlendi ve epsilon katsayisi 2,8 mM'cm™ olacak sekilde

290 nm’de ASC i¢in hesaplandi.



35

2.4.10.6. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Tayini

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi Foyer ve Halliwell’e (1976) gore, 200 puL 0,5 mM
EDTA igerisinde hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 ul GSSG ve 500 uL NADPH
ihtiva eden karisima 50 pL. enzim ekstrakti eklenerek NADPH’1n oksidasyonu 340 nm’de 5
dk. boyunca azalisa gore hesaplandi.

2.4.11. Bazi Enzimatik Olmayan Antioksidan I¢eriklerinin Belirlenmesi

2.4.11.1. Askorbat iceriginin Belirlenmesi

Askorbat konsantrasyonu Liso vd.’nin (1984) methoduna gore belirlendi. S.
hieraciifolia siirglinlerinden 0,25 g numune tartilarak, 5 mL, %5 (w/v) m-fosforik asit ile
homojenizasyon gergeklestirildi. Ekstrakt 10,000 g’de 4 dk. santrifiij edilerek, 70 pL’lik
ornek 0,1 M sitrat-0,2 M fosfat tamponu (pH 6,2) igceren 3 mL reaksiyon ortamina ilave
edildi. Baslangi¢c absorbansi 265 nm’de okundu, askorbat konsantrasyonu, reaksiyon
ortamina iki iinite askorbat oksidaz ilavesinin 5 dk. ardindan meydana gelen azalmanin
okunmasi ile belirlendi. Askorbat oksidasyonu tamamlandiktan sonra, askorbat oksidaz, 10
mM sodyum azit ile inhibe edildi. Ardindan ortama 2,5 mM dithiothreitol (DTT) ilave edildi.
DTT ile meydana gelen indirgenmenin ardindan (3 dk.) absorbans 265 nm de yeniden
okundu. DHAR ve ASC ig¢ermeyen radikaller baslangic ve son absorbanslar arasindaki
farktan belirlendi (Takahama ve Oniki, 1994). Askorbat igeriginin hesaplanmasinda
kullanilan standart egri grafigi Ek 3’te belirtildi.

2.4.11.2.  Glutatyon iceriginin Belirlenmesi

S. hieraciifolia siirgiin 6rnekleri (0,5 g) tartilarak, 5 mL, 1 mM EDTA igeren %5’ lik
metafosforik asit igerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt 4 °C’de 10.000 g’de 10 dk. santrifiyj
edildi. Siipernatant glutatyon igeriginin belirlenmesi i¢in kullanildi. Glutatyon igerigi “Total
Glutatyon Assay Kit” (Northwest Life Sci. Spec) ile Teitze’ye (1969) gore belirlendi.
Glutatyon 250 mM KoHPO4+/KH2PO4 (pH 7,5), 200 uM NADPH, 600 uM DTNB, 25 pL

ekstrakt ve 0,3 U GR igeren reaksiyon karisiminin kullanilmasiyla 6l¢tildii. 412 nm’de
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absorbanstaki degisim 3 dk. boyunca gozlendi. Glutatyon igerigi 0-5 uM konsantrasyonlarda
GSH standart grafigi lizerinden hesaplandi (Ek 4).

24.12. Antioksidan Enzimlerin Protein Miktarindaki Degisimlerin Western
Blot Yontemiyle Belirlenmesi

SOD, CAT, GPX ve GR igin protein ekstraksiyonu 4X PEB (protein ekstraksiyon
tamponu, ASO8 300 Agrisera Inc.) kullanilarak gerceklestirildi. Numuneler esit hacimde
ornek tamponunda (2X Laemmli 6rnek tamponu 1610737 Bio-Rad) ¢ozdiriiliip 95°C’de 5
dk. 1s1t1ld1. Orneklerin toplam proteinleri her bir drnekten 30 pg olacak sekilde Bradford’a
(1976) gore hesaplandi1 ve %12 sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi SDS-
PAGE (TGX Stain-Free Precast Protein Gels, 4568095 Bio-Rad) ile ayrilmasi oda
sicakliginda elektroforez islemi (Mini- PROTEAN Tetra Cell system,165800 Bio-Rad) ile
gergeklestirildi. Proteinlerin molekiiler agirliklarinin belirlenmesi i¢in renkli protein marker
(Precision Plus Protein Western C Blotting Standards, 1610376 Bio-Rad) kullanildi. Jel
elektroforezinde ayrilan proteinler 10 dk. siireyle 2.5 A'da Trans-Blot Turbo Transfer Sistem
(1704155 Bio-Rad) cihazi kullanilarak PVDF membrana (Trans-Blot Turbo Mini PVDF
Transfer Packs, 1704156 Bio-Rad) aktarildi. Transfer sonrasinda membran, TBS igerisinde
%2,5 yagsiz kuru siit tozu ile 4°C derecede blotlandi. Enzimlerin tespitinde SOD i¢in FeSOD
Chloroplastic Fe-dependent superoxide dismutase (A S06 125), GPX i¢in glutathione
peroxidase 1 (A S04 055), CAT igin Catalase (peroxisomal marker) (A S09 501) ve GR i¢in
glutathione reductase (ab84963) primer antikorlar1 kullanildi ve bir gece boyunca 4°C’de
inkiibe edildi. Bir gece sonunda, membranlar goat anti-rabbit IgG-HRP secondary antibodies
(AS09 602 Agrisera) konjuge horseradish peroksidaz ile 4 saat sallayicida inkiibasyona
birakildi. SOD CAT, GPX ve GR immiinokimyasal tespiti, peroksidaza baglanmis ECL
kemiliiminesans kiti (Clarity Western Enhanced Chemiluminescence, 1705061 Bio-Rad10)
ile gergeklestirildi. Taranan bantlarin yogunlugu Image Lab Software (1709690, Bio-Rad)

programu ile gosterildi.

2.4.12.1. Protein Tayini

Bradford (1976) yontemine gore bovin serum albumin standartlart hazirlandi ve

Coomassie Brillant Blue G250 kullanilarak protein igerikleri 595 nm’de 6l¢iildii. Protein
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miktarlart mg cinsinden hesaplanarak hem enzim aktivitelerinin dl¢iimiinde hem de western
blot analizlerinde kullanildi. Protein igeriklerinin hesaplanmasinda kullanilan standart egri

grafigi Ek 5°deki gibi sunulmustur.

2.5. listatistiksel Analizler

Her bir parametre en az 4 tekrar olacak sekilde yapildi. Elde edilen veriler, bilgisayar
ortaminda Windows tabanli Statistic Package for Social Sciences (SPSS) programinda one-
way ANOVA varyans analiz testleri (Duncan Coklu Karsilastirma Testi) ile degerlendirildi.
P <0,05 olan degerler istatistiksel bakimdan anlamli kabul edildi. Biitiin sekillerdeki hata
cubuklar1 ortalama + standart sapma (S.S.)’y1 gdstermektedir ve cizelgelerdeki degerler

ortalama + S.S. seklinde verildi.



3. BULGULAR

3.1. Scorzonera hieraciifolia’mn Ekstrem Halofit Olma Ozelliginin Belirlenmesi

3.1.1. Morfolojik Gozlemler

Scorzonera hieraciifolia akenleri ve Eutrema parvulum tohumlar1 kontrollii kosullarda
bitki biiylitme kabininde ¢imlendirilip sirastyla 30 ve 20 giin biyiitiildii. (Sekil 5, 6). S.
hieraciifolia ve E. parvulum bitkileri doku kiiltliriinde 7 giin boyunca 0, 150, 300, 450 ve
600 mM olacak sekilde farkli tuz konsantrasyonlarina maruz birakildi ve morfolojik

degisimler gozlendi (Sekil 7, 8).

Sekil 5. Scorzonera hieraciifolia akenlerinin magenta igerisinde ¢gimlenme ve
stirglin geligimi

Sekil 6. Eutrema parvulum tohumlarinin magenta igerisinde ¢imlenme ve siirgiin
geligimi

Scorzonera hieraciifolia siirgiinlerinde kontrole gore tuz konsantrasyonu arttik¢a

sukkulentligin arttig1 goriildii. 300 mM tuz konsantrasyonunda siirgiin boyunun kisaldigi ve
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stirgiin sayisinin arttig1 belirlendi. 600 mM tuz uygulamasiyla siirgiinlerde klorofil kayb1
(klorozis) goriilmesine ragmen, bitkilerin yine de hayatta kaldigi tespit edildi (Sekil 7).
FEutrema parvulum’da ise kontrol grubuna goére 300 mM tuz uygulamasinin yaprak
yiizeyini arttirdigi ve bitkide optimum biiyliimenin bu konsantrasyonda meydana geldigi
gozlendi. Bununla birlikte, 450 mM tuz uygulamasiyla klorozis baslamasina ragmen bitkinin

canliligimi korudugu tespit edildi. Ancak 600 mM tuz uygulamasiyla bitkinin yasamini

siirdiiremedigi belirlendi (Sekil 8).

Fov ¢t

300 450 808
NaCl Konsantrasyony {mb}

Sekil 7. Farkli tuz konsantrasyonlar1 i¢ceren doku kiiltiirii ortaminda biiyiitiilen Scorzonera
hieraciifolia’daki morfolojik degisimler. (A) magenta icerisindeki goriintiisii (B) dis
ortamdaki goriintiisii. Bar: 1 cm
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Sekil 8. Farkli tuz konsantrasyonlar1 iceren doku kiiltiirii ortaminda biiyiitillen Eutrema
parvulum’daki morfolojik degisimler. Bar: 1 cm

3.1.2.  Baz Stres Parametrelerindeki Degisimler

3.1.2.1. Nispi Su Icerigi

Scorzonera hieraciifolia’daki NSI’nin 150-600 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde
kontrole goére arttig belirlendi. En yiiksek NSI degeri 450 ve 600 mM tuz uygulanmisg
stirgiinlerde kaydedildi (Sekil 9).

Eutrema parvulum’daki NSI’nin ise 150-600 mM tuz uygulanmus siirgiinlerde azald1g1
tespit edildi. En diisiik NSI 450 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. Scorzomera hieraciifolia ve FEutrema parvulum’da farkli tuz
uygulamalarinin nispi  su igerigi (%) Tlzerine etkisi. Barlar
ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar
tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki onemli farklar
(P<0.05) gostermektedir. (*) Bitkiler arasinda istatistiki acidan

onemli farkliliklar1 gostermektedir.

3.1.2.2. Lipid Peroksidasyonu

S. hieraciifolia’daki TBARS igeriginin 150 ve 300 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde

kontrole gore degismedigi tespit edildi. ilging sekilde, 450 ve 600 mM tuz uygulanmis

bitkilerde TBARS igeriginin arttig1 belirlendi. En yiiksek TBARS igerigi 600 mM tuz

uygulanmis siirgiinlerde goriildii (Sekil 10).

E. parvulum’daki TBARS igeriginin ise 150, 300 ve 450 mM tuz uygulanmis

stirglinlerde kontrole gore arttigi tespit edildi. En yliksek TBARS igerigi 450 mM tuz

uygulamasiyla kaydedildi (Sekil 10).
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Sekil 10. Scorzomnera hieraciifolia ve Eutrema parvulum’da farkli tuz
uygulamalarinin TBARS icgerigi tizerine etkisi. Barlar ortalamalara
ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar tizerindeki farkl
harfler uygulamalar arasindaki o6nemli farklarni (P<0.05)
gostermektedir. TA: Taze agirlik. (*) Bitkiler arasinda istatistiki
acidan 6nemli farkliliklar1 gostermektedir.

3.1.2.3. Hidrojen Peroksit Icerigi

S. hieraciifolia’daki H,O» igeriginin 150-600 mM tuz uygulanmis bitkilerde kontrol
grubuna gore arttig1 tespit edildi. En yliksek H>Oz igerigi 600 mM tuz uygulanmis bitkilerin
stirglinlerinde belirlendi (Sekil 11).

Benzer sekilde E. parvulum’daki H>O: igeriginin 150-600 mM tuz uygulanmis
strgiinlerde arttig1 kaydedildi. En yiiksek H2O: seviyesi 450 mM tuz uygulanmis
stirgtinlerde belirlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. Scorzomera hieraciifolia ve FEutrema parvulum’da farkli tuz
uygulamalarinin H>O; igerigi iizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar {izerindeki farkli
harfler —uygulamalar arasindaki o6nemli farklari1  (P<0.05)
gostermektedir. TA: Taze Agirlik. (*) Bitkiler arasinda istatistiki
acidan onemli farkliliklar1 géstermektedir.

3.1.2.4. Siirgiin Taze Agirhgi ve Kuru Agirhg:

S. hieraciifolia’nin siirglin taze agirligiin 150 ve 300 mM tuz uygulanmis bitkilerde
kontrole gore dnemli derecede arttigr belirlendi. Bununla beraber, 450 ve 600 mM tuz
uygulanmis bitkilerin siirgiin taze agirliginin kontrol grubuna gore degismedigi tespit edildi
(Sekil 12).

S. hieraciifolia’nin kuru agirligiin 150 mM tuz uygulanmas siirgiinlerde kontrole gore
degismedigi kaydedildi. ilging bir sekilde, 300 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde kuru
agirligin 6nemli derecede arttig1 goriildii. Bununla beraber, 450 ve 600 mM tuz uygulanmis

bitkilerde siirgilin kuru agirliginin azaldig belirlendi. (Sekil 12).
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Sekil 12. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin siirglin taze agirligi ve
kuru agirlhigr lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Siitunlar lizerindeki farkli harfler uygulamalar
arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.

3.1.2.5. Klorofil a ve Klorofil b icerikleri

S. hieraciifolia’nin siirglinlerinde yapilan denemeler sonucunda, klorofil a ve b
igeriklerinin kontrol grubuna gore 150 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde istatistik olarak
anlaml bir bicimde artt1ig1 kaydedildi. Tlging bir sekilde 300 mM tuz uygulanmus siirgiinlerin
klorofil a ve b igeriklerinde kontrole gore bir degisiklik goriilmedi. Bununla beraber, 450 ve
600 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde klorofil a ve b iceriklerinin kontrole gore onemli
derecede azaldigi tespit edildi. En diisiik klorofil a ve b icerigi 600 mM tuz uygulanmis
stirgiinlerde belirlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin klorofil a ve klorofil b
icerikleri tizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Siitunlar lizerindeki farkli harfler uygulamalar
arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir. TA: Taze Agirlik

3.1.2.6. Toplam Klorofil ve Karotenoid Icerikleri

Toplam klorofil ve karotenoid igeriklerinin kontrole goére 150 mM tuz uygulanmis
stirglinlerde 6nemli derecede arttig1 kaydedildi. Bununla beraber, 300 mM tuz uygulanmis
stirglinlerde kontrol grubuna gore toplam klorofil ve karotenoid igeriklerinin degismedigi
tespit edildi. Ilging sekilde 450 ve 600 mM tuz uygulanmus siirgiinlerde toplam klorofil ve

karotenoid igeriginin énemli derecede azaldigi goriildii (Sekil 14).
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Sekil 14. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin toplam klorofil ve toplam
karotenoid igerikleri {izerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar {izerindeki farkli harfler
uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir. TA:
Taze Agirhik

3.2. Scorzonera hieraciifolia’min Tuza Tolerans Mekanizmasi

3.2.1.  Siirgiin Sukkulentlik Derecesi ve Siirgiin Kalinhgi

Scorzonera hieraciifolia’nin siirgin  sukkulentlik derecesinin 150-600 mM tuz

uygulanmis fidelerde kontrol grubuna gore arttig1 goriildii. En yiiksek sukkulentlik derecesi
450 mM tuz uygulanmis bitkilerde belirlendi (Sekil 15).
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Scorzonera hieraciifolia’nin siirgiin kalinliginin ise artan tuza bagl olarak kontrole
gore arttig1 tespit edildi. En fazla siirgiin kalinligi 600 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde
gozlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. §. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin siirgiin sukkulentlik derecesi ve
stirgiin kalinligiiizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Siitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar
arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.

3.2.2. Bitki Alam

Analizler sonucunda bitki alaninin kontrole goére 150-600 mM tuz uygulanmis
bitkilerde arttig1 tespit edildi. En yiiksek bitki alan1 300 mM tuz uygulanmis bitkilerde
belirlendi (Sekil 16).
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Sekil 16. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin bitki alani tizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmayi gostermektedir (n=3).
Stitunlar tlizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli
farklar1 (P<0.05) gostermektedir.

3.2.3. Stoma Por Acikhgindaki Degisimler

Siirgiinlerde yapilan analizler sonucunda, stoma por acikliginin kontrole gore 150-
600 mM tuz uygulanmis bitkilerde azaldigi kaydedildi. En yiiksek azalis 600 mM tuz
uygulanmis bitkilerde tespit edildi (Sekil 17).

Stoma Por Acikhg
(pum)
i

] 150 300 450 600
NaCl Konsantrasyonu (mM)

Sekil 17. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin stoma por agikligi lizerine
etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3).
Stitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar
(P<0.05) gostermektedir.
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3.2.4. Prolin icerigi

Analizler sonucunda, S. hieraciifolia’daki prolin igeriginin 150-600 mM tuz
uygulanmis bitkilerde kontrole gore arttig1 tespit edildi. En yiiksek prolin igerigi 450 ve 600
mM tuz uygulanmis siirgiinlerde kaydedildi (Sekil 18).
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Sekil 18. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin prolin igerigi lizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar
tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklari (P<0.05)
gostermektedir. TA: Taze agirlik

3.2.5. Toplam Céziinebilir Seker Icerigi

Toplam ¢6ziinebilir seker igeriginin 150-600 mM tuz uygulanmas siirgiinlerde kontrole
gore arttig1 tespit edildi. En yiiksek toplam ¢oziinebilir seker icerigi 600 mM tuz uygulanmis
stirglinlerde kaydedildi (Sekil 19).
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Sekil 19. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin toplam ¢dziinebilir seker
icerigi tlizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Siitunlar lizerindeki farkli harfler uygulamalar
arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir. KA: Kuru Agirlik

3.2.6. Iyon Konsantrasyonlarindaki Degisimler

Scorzonera hieraciifolia’daki siirgiinlerin Na' i¢eriginin artan tuz konsantrasyonuna
bagli olarak kontrole gore arttig1 tespit edildi. En yiiksek Na" igerigi 600 mM tuz uygulanmis
bitkilerde tespit edildi. (Sekil 20). Benzer sekilde siirglinlerdeki CIl igeriginin tuz
konsantrasyonuna bagli olarak arttig1 kaydedildi. En yiliksek CI igerigi de 600 mM tuz
uygulanmus fidelerde belirlendi (Sekil 21). K" igeriginin ise kontrole gore 150-600 mM tuz
uygulanmus bitkilerde arttigi goriildii. En yiiksek K" igerigi 150 ve 300 mM tuz uygulanmis
bitkilerde tespit edildi (Sekil 22). Benzer sekilde Mg*? ve Ca*?iyon igeriklerinin kontrole
gore 150-600 mM tuz uygulanmis bitkilerde arttig1 tespit edildi (Sekil 23,24).
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Sekil 20. S. hieraciifolia’da farkl tuz uygulamalarinin Na" igerigi lizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar
iizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar
(P<0.05) gostermektedir. KA: Kuru Agirlik
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Sekil 21. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin CI igerigi {lizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar
tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05)
gostermektedir. KA: Kuru Agirlik
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Sekil 22. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarmin K igerigi lizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar
tizerindeki farklt harfler uygulamalar arasindaki onemli farklar
(P<0.05) gostermektedir. KA: Kuru Agirlik
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Sekil 23. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarmin Mg igerigi iizerine

etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3).
Stitunlar tlizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki Onemli
farklar1 (P<0.05) gostermektedir. KA: Kuru Agirlik
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Sekil 24. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalariin Ca*?igerigi iizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar
iizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklari (P<0.05)
gostermektedir. KA: Kuru Agirlik

3.2.7. Siiperoksit Icerigi

S. hieraciifolia’daki Oy igeriginin kontrol grubuna gore 150-600 mM tuz uygulanmig
siirglinlerde arttig1 tespit edildi. En yiiksek O>" igerigi 600 mM tuz uygulanmis bitkilerde
goriildii (Sekil 25).
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Sekil 25. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin O»”igerigi iizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar
iizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklari
(P<0.05) gostermektedir. TA: Taze Agirlik
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3.2.8. Dokularda Hidrojen Peroksit Icerigi
DAB boyamasi1 yontemi ile siirgiin dokularinda H>O» igerigindeki degisim acik-koyu

kahverengin olusumuyla degerlendirildi. Kontrole goére 150, 300, 450 ve 600 mM tuz
uygulanmis siirgiinlerde H>O» igeriginin 6nemli derecede arttig1 tespit edildi (Sekil 26).

YAIYY,
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Sekil 26. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin dokularda H>O» igeriginin
belirlenmesi. Bar: 1 cm

3.2.9. Enzimatik Antioksidan Aktivitelerindeki Degisimler

3.2.9.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

S. hieraciifolia’da yapilan analizler sonucunda, kontrole gore 150, 300, 450 ve 600

mM tuz uygulanmis siirglinlerde SOD aktivitesinin 6nemli derecede arttig1 belirlendi. En

yiiksek SOD aktivitesindeki artis 600 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde kaydedildi (Sekil 27).
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Sekil 27. S. hieraciifolia’da farkl tuz uygulamalarinin SOD aktivitesi iizerine
etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3).
Stitunlar {izerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki Onemli
farklar1 (P<0.05) gostermektedir.

3.2.9.2. Katalaz Aktivitesi

Stirglinlerde yapilan analizler sonucunda CAT aktivitesinin 150 ve 300 mM tuz
uygulanmis siirgiinlerde kontrole gore 6nemli derecede arttig1 belirlendi. Bununla beraber
450 ve 600 mM tuz uygulanmis siirglinlerde CAT aktivitesinin azaldig tespit edildi. En
diisitk CAT aktivitesi 450 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde goriildii (Sekil 28).
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Sekil 28. S. hieraciifolia’da farklh tuz uygulamalarinin CAT aktivitesi iizerine
etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3).
Stitunlar iizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki Onemli
farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.2.9.3. Guaikol Peroksidaz Aktivitesi

Bitkinin siirglinlerinde yapilan analizler sonucunda GPOD aktivitesinin 150 mM tuz
uygulanmis bitkilerde kontrole oranla istatistiki (P<0.05) bakimdan 6nemli bir degisiklik
gostermedigi tespit edildi. Bununla beraber 300, 450 ve 600 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde
GPOD aktivitesinin arttig1 kaydedildi. En yliksek GPOD aktivitesi 450 mM ve 600 mM tuz

uygulanmis siirgiinlerde gortildii (Sekil 29).
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Sekil 29. S. hieraciifolia’da tarkli tuz uygulamalarinin GPOD aktivitesi iizerine
etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3).
Stiitunlar tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli

farklar1 (P<0.05) gostermektedir.

3.2.9.4. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Tuz stresine maruz birakilan bitkilerin siirgiinlerinde yapilan analizler sonucunda,
APX aktivitesinin 150-600 mM tuz uygulanmuis siirgiinlerde kontrole gore dnemli derecede

arttig1 tespit edildi. En yliksek APX aktivitesi 600 mM tuz uygulanmas siirgiinlerde belirlendi
(Sekil 30).
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Sekil 30. S. hieraciifolia’da farklh tuz uygulamalarinin APX aktivitesi iizerine
etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3).
Stitunlar iizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki Onemli
farklar1 (P<0.05) gostermektedir.

3.2.9.5. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

Bitkilerin siirgilinlerinde yapilan analizler sonucunda, 150-600 mM tuz uygulanmig
stirgiinlerde GR aktivitesinin kontrol grubuna gore arttig1 tespit edildi. En 6énemli GR artis1

600 mM tuz uygulanmis siirglinlerde belirlendi (Sekil 31).
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Sekil 31. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarmin GR aktivitesi lizerine
etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3).
Stitunlar {izerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki Onemli
farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.2.10. Enzimatik Olmayan Antioksidan Iceriklerindeki Degisimler

3.2.10.1. Askorbat icerigi

ASC igeriginin kontrol grubuna gére 150 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde istatistiki
bakimdan degismedigi belirlendi. Bununla beraber, 300, 450 ve 600 mM tuz uygulanmis
siirgtinlerde ASC igeriginin kontrole goére dnemli derecede arttig1 tespit edildi. En yiiksek

ASC artis1 600 mM tuz uygulanmus siirgiinlerde kaydedildi (Sekil 32).
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Sekil 32. S. hieraciifolia’da farkl tuz uygulamalariin ASC igerigi lizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Stitunlar
tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05)
gostermektedir. TA: Taze Agirlik

3.2.10.2. Glutatyon Icerigi

Siirgiinlerde yapilan analizler sonucunda, kontrol ile kiyaslandiginda GSH igeriginin
150 mM tuz uygulanmuis siirgiinlerde azaldig: belirlendi. Bununla beraber 300, 450 ve 600
mM tuz uygulanmis bitkilerde GSH igeriginin kontrole gore onemli derecede arttigi
kaydedildi. En yiiksek GSH igerigi 600 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde tespit edildi (Sekil
33).
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Sekil 33. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin GSH igerigi iizerine
etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3).
Stitunlar iizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki Onemli
farklar1 (P<0.05) gostermektedir. TA: Taze Agirlik

3.2.11. Antioksidan Enzimlerin Protein Miktarindaki Degisimler
3.2.11.1. Demir Siiperoksit Dismutaz Protein Sentezi

Demir Siiperoksit Dismutaz (FeSOD) protein igerikleri ile ilgili yapilan western blot
sonuglarma gore, S. hieraciifolia stirglinlerinde FeSOD igeriginin kontrol grubuna gore 150-

600 mM tuz uygulanmis siirglinlerde arttif1 kaydedildi. En yiiksek FeSOD igerigi 450 ve
600 mM tuz uygulanmus siirgiinlerde goriildii (Sekil 34).
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Sekil 34. S. hieraciifolia’da farkl tuz uygulamalarinin FeSOD protein
sentezi iizerine etkisi.
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3.2.11.2. Katalaz Protein Sentezi

Bitkinin siirgiinlerinde yapilan analizler sonucunda, CAT protein miktarinin 150 ve
600 mM tuz uygulanmig siirgiinlerde kontrole gore degismedigi goriildii. 300 mM tuz
uygulanmis siirgiinlerde CAT miktariin kontrole gére dnemli derecede arttig1 kaydedildi.
Bununla beraber ilging sekilde, 450 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde CAT miktarinin

azaldig tespit edildi (Sekil 35).
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Sekil 35. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin CAT protein miktari
tizerine etkisi.

3.2.11.3.  Glutatyon Peroksidaz Protein Sentezi

Siirglinlerde yapilan analizler sonucunda, glutatyon peroksidaz (GPX) miktarinin 150-
600 mM tuz uygulanmis bitkilerin siirgiinlerinde kontrole gore arttig1 goriildii. En yiiksek
GPX miktar1 600 mM tuz uygulanmis bitkilerde kaydedildi (Sekil 36).
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Sekil 36. S. hieraciifolia’da farkli tuz uygulamalarinin GPX protein sentezi
lizerine etkisi.

3.2.11.4. Glutatyon Rediiktaz Protein Sentezi

S. hieraciifolia’daki GR miktarinin kontrole gére 150, 300 ve 450 mM tuz uygulanmis
siirglinlerde arttig1 tespit edildi. Bununla beraber, 600 mM tuz uygulanmis siirgiinlerde

kontrole gére dnemli bir fark tespit edilmedi (Sekil 37).
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Sekil 37. S. hieraciifolia’da farkl tuz uygulamalarinin GR protein sentezi
tizerine etkisi



4. TARTISMA

Bu calisma ile endemik halofit Scorzonera hieraciifolia, 7 giin boyunca doku
kiiltiirtinde bes farkli tuz konsantrasyonuna (0, 150, 300, 450 ve 600 mM) maruz birakilarak
bitkinin ekstrem halofit 6zelligi belirlenmis ve tuza toleransinin anatomik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler mekanizmasi ayrintili olarak incelenmistir.

Calismanin ilk asamasinda, dogal habitatinda sukkulentlik goézlenen Scorzonera
hieraciifolia’nin sukkulent ekstrem halofit bir bitki olabilecegi hipotezini test etmek i¢in
doku kiiltiirii ortaminda farkli tuz konsantrasyonlarinda biiyiitiilen siirglinlerdeki morfolojik
ve bazi temel stres parametrelerindeki degisimler belirlenmis ve elde edilen veriler ekstrem
halofit Eutrema parvulum (Orsini vd., 2010; Uzilday vd., 2014) ile karsilagtirilmistir. S.
hieraciifolia’nin yiiksek derisimdeki tuza tolerans gosterebilen bir bitki oldugunu belirlemek
icin ayrica bitkide siirgiin taze agirhigi, siirgiin kuru agirligi ve pigment igerikleri
belirlenmistir. Scorzonera hieraciifolia siirgiinlerinde kontrol grubuna gore (0 mM NacCl),
artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak sukkulentligin arttifi ve bitki biiyiimesi icin
optimum tuz konsantrasyonunun 300 mM oldugu gozlenmistir. Eutrema parvulum’da ise
300 mM tuz uygulamasinin yaprak yiizeyini artirdig1 ve benzer sekilde optimum biiylime
icin tuz konsantrasyonun 300 mM oldugu, her iki bitkide 450 mM tuz uygulamasi ile
bitkilerin hayatta kalmaya devam ettigi belirlenmistir. S. hieraciifolia’nin 600 mM tuz
uygulamasini, klorozis goriilmesine ragmen canli kaldigi ancak E. parvulumun bu
konsantrasyonda canliligint kaybettigi goriilmiistiir. Boylece morfolojik gozlemler, S.
hieraciifolia’nin sukkulent halofit oldugunu ve muhtemelen bu o6zelligi sayesinde E.
parvulum’a gore doku kiiltiirii ortaminda daha yiiksek tuz konsantrasyonunu tolere
edebilecegini gostermektedir. Diger taraftan, tiim sukkulent halofitlerin ekstrem halofit
olmadig1 bilinmektedir. Yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarinda, yapragi sukkulent halofit
Suaeda nudiflora’nin 340 mM tuz kosullarinda biiylimesinin inhibe oldugu (Cherian ve
Reddy, 2003), govdesi sukkulent halofit Salvadora persica’nin 600 mM tuz kosullarinda
hayatta kalabildigi ve ekstrem halofit oldugu bildirilmistir (Aghalel vd., 2009).

Calismada S. hieraciifolia’nin ekstrem halofit olma 6zelligi hipotezini test etmek i¢in
morfolojik gozlemler disinda temel stres parametrelerinden nispi su igerigi, membran hasari
ve HyO; igerigindeki degisimler belirlenmistir. NSI bitkilerde su durumunun énemli bir

gbstergesi olup, yapragm % NSI'si, yaprak dokusuna su temini ve terleme oran1 arasindaki
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dengeyi yansitir (Lugojan ve Ciulca, 2011). Calismamizda, S. hieraciifolia’da NSi’nin
kontrol grubuna gore tuz konsantrasyonu arttikca arttigi, E. parvulum’da ise azaldigi
belirlenmistir. Bu iki bitki arasindaki NSI farklihigi, S. hieraciifolia’nin sukkulent yapisi
sayesinde disaridan su almaya devam ettigini ve bdylece asir1 tuzu hiicre icerisinde
seyreltebildigini diisiindlirmektedir.

Diger bir stres parametresi olarak membran hasar1 bulgularina gore S. hieraciifolia’da
kontrolle kiyaslandiginda TBARS igeriginin yalmizca yiliksek tuz (450 ve 600 mM)
uygulamalariyla artti81, aksine E. parvulum’da hem yiiksek (450 ve 600 mM) hem de diisiik
tuz kosullarinda (150 ve 300 mM) TBARS igeriginin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Sukkulent halofitlerde TBARS igerigi ile ilgili yapilan analizler sonucunda bulgularimizla
paralel olarak, diisiik tuz konsantrasyonlarinin bitkide membran hasar1 olusturmadigi, ancak
asir1 tuzun membran hasarini artirdigi rapor edilmistir (Aghalel vd., 2009).

Hidrojen peroksit (H20,) icerigindeki degisimler tizerine yapilan ¢alismalarda her iki
bitkide H>O; igeriginin tiim tuz uygulamalariyla birlikte kontrole gore arttigi, ancak S.
hieraciifolia’daki artisin E. parvulum’dan %30 daha az oldugu tespit edilmistir. Topraktaki
yiiksek tuz konsantrasyonlari, bitkilerde iyon dengesizligine ve hiperozmotik strese neden
olur (Munns ve Tester, 2008). Bu primer etkilerin sonucunda, siiperoksit (O>~), hidrojen
peroksit (H20), hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen (10,) gibi ROT’larin olusumuna
neden olan sekonder etki olarak oksidatif stres meydana gelir (Ahmad vd., 2012). Bu bilgiler
dogrultusunda, tuz stresi kosullarinda S. hieraciifolia’da E. parvulum’dan daha az oksidatif
stres hasarinin meydana geldigi ifade edilebilir. Literatiirde baz1 tuz kosullarinda H>O»
iceriginin degismedigi bazilarinda ise arttigi kaydedilmistir. Ornegin, sukkulent ekstrem
halofit Salicornia brachiata’nin H>O; iceriginin kontrole gére 200 mM tuz uygulamasiyla
degismedigi, yliksek tuz uygulamalariyla (400 ve 600 mM) arttig1 belirlenmistir (Parida ve
Jha, 2010). Benzer sekilde Uzilday vd., (2014), kontrole gore ekstrem halofit Futrema
parvulum’un H2Oz igeriginin 50 ve 200 mM tuz uygulamalariyla degismedigini, ancak 300
mM tuz uygulamasiyla 6nemli derecede arttigini rapor etmislerdir.

S. hieraciifolia’nin yiiksek tuza tolerans gosterebilen bir bitki oldugunu belirlemek i¢in
tuz stresinden etkilenen ve bitkinin strese karsi toleransini belirlemede Olgiilen parametre
olarak siirglin taze agirligi, stirgiin kuru agirligl ve fotosentetik pigmentlerin igerigindeki
degisimlerde belirlenmistir. Kontrole gore S. hieraciifolia’nin siirglin taze agirhiginin 150
ve 300 mM tuz uygulamalariyla arttig1, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla degismedigi
tespit edilmistir. Bu bulgular sukkulent halofitlerle ilgili literatiirdeki diger caligmalarla
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uygunluk icerisindedir. Ornegin, yapraklari sukkulent halofit Suaeda fiuticosa ve govdesi
sukkulent Arthrocnemum macrostachyum’nin stirglin taze agirliklariin diisiik tuz (200 ve
400 mM) uygulamalariyla arttig1, yliksek tuz (800 ve 1000 mM) uygulamalariyla ise azaldigi
rapor edilmistir (Khan vd., 2000; Khan vd., 2005). Bununla beraber Hajiboland vd. (2018)
toprak kosullarinda ekstrem halofit Eutrema parvulum’da yaptig1 bir ¢alismada, kontrole
gore slirgiin taze agirliginin tuz uygulamalariyla (0-400 mM NacCl) arttigin1 belirlemislerdir.
Elde edilen veriler 1s181inda, yiiksek tuz kosullarinda siirgiin taze agirligindaki azalisin
ozmoregulasyonu saglayan ozmolitlerin birikiminden kaynaklanabilecegi ve bitkideki enerji
kaybini en aza indirmek i¢in bir kazang olabilecegi fikrini 6ne siirmektedir.

Mevcut ¢alismada Scorzonera hieraciifolia’nin siirglin kuru agirliginin ise kontrole
gore 150 mM tuz uygulamasiyla degismedigi, 300 mM tuz uygulamasiyla arttigi, 450 ve 600
mM tuz uygulamalariyla azaldigi belirlenmistir. Sukkulent halofitlerle yapilan bagka
caligmalarda da diisiik tuz uygulamalariyla siirgiin kuru agirhigimin arttigy, yiiksek tuz
uygulamalariyla ise azaldig1 rapor edilmistir (Aghalel vd., 2009; Parida vd., 2016). Bununla
birlikte halofitlerle ilgili yapilan c¢alismalarda diisiik tuz kosullarinda bile bitki kuru
agirh@min azaldigr belirtilmistir. Ornegin, halofit Centaurea tuzgoluensis’de 300 mM tuz
uygulamasiyla silirglin kuru agirhiginin azaldigi tespit edilmistir (Yildiztugay vd., 2011).
Benzer sekilde, ekstrem halofit Eutrema parvulum’un siirgiin kuru agirliginin 200 ve 300
mM tuz uygulamalariyla azaldig: rapor edilmistir (Uzilday vd., 2014). Bu bilgilerden yola
cikilarak, halofit bitkilerde diisiik tuz kosullarinda bile bitki kuru agirliginin azaldigi,
sukkulent halofitlerin kuru agirhiginin ise sadece yiiksek tuz kosullarindan etkilendigi
diistiniilebilir.

Klorofil ve karotenoid gibi fotosentetik pigmentler bitkilerde enerji metabolizmasinin
yasamsal bilesenleridir (Parida ve Jha, 2013). Mevcut c¢alismada Scorzonera
hieraciifolia’nin klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid igeriklerinin kontrol
grubuna gore 150 mM tuz uygulamasiyla arttigi, 300 mM tuz uygulamasiyla degismedigi,
ancak yiiksek tuz uygulamalariyla (450 ve 600 mM) 6nemli derecede azaldig1 belirlenmistir.
Bu sonuglar literatiirdeki tuz stresi altinda sukkulent halofitler ile ekstrem halofitlerin
fotosentetik pigment igerikleri iizerine benzer ¢alismalarla uygunluk icerisindedir. Ornegin,
doku Kkiiltiiri kosullarinda ekstrem sukkulent halofit Salicornia persica ve Salicornia
europaea bitkilerinde klorofil a ve b igerikleri artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak
kontrole gore 6nemli derecede azaldigi, en fazla azalisin 600 mM tuz uygulamasiyla oldugu

belirtilmistir. (Aghalel vd., 2009). Benzer sekilde Vera-Estrella vd. (2005), ekstrem halofit
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Thellungiella halophila’nin toplam klorofil iceriginin 200 ve 400 mM tuz uygulamalariyla
onemli derecede azaldigini rapor etmislerdir. Bu bilgiler 1s181nda, yiiksek tuz kosullarinda
(450 ve 600 mM) fotosentetik pigmentlerdeki bu azalisin membran hasarindan kaynakli
olabilecegi gibi fotoinhibisyon ya da ROT’larin olusumu ile de iligkili olabilecegi ifade
edilebilir. Nitekim, tuz stresi altinda fotosentez aktivitesindeki azalmanin klorofil igeriginin
ve CO; emiliminin azalmasinda kaynakli oldugu ileri stiriilmiistiir (Sudhir ve Murthy, 2004).
Boylece, E. parvulum ile karsilastirilarak S. hieraciifolia’daki morfolojik gozlemlerden ve
bazi stres parametrelerinin Olclilmesinden elde edilen bulgular, S. hieraciifolia’nin
yapraklar1 sukkulent ekstrem halofit oldugu hipotezini dogrulamistir. Calismada ikinci bir
hipotez olarak Scorzonera hieraciifolia’nin sukkulentlik ile saglanan asir1 tuza toleransinda
ozmolit ve iyon dengesini (homeostaz) saglayarak suyu etkin bir sekilde alabildigi, boylece
sukkulentligi arttirdig1 ve yiiksek tuza tolerans saglayabildigi diisiiniilmiistiir. Bu hipotezi
test etmek 1¢in sukkulentlik derecesi, siirgiin kalinlig1, bitki alani, stoma por acikligi, prolin,
toplam ¢oziinebilir seker igerigi gibi ozmolitler ve Na*, Cl;, K*, Ca™ve Mg*? iyon icerikleri
belirlenmistir.

Glikofitlere kiyasla halofit bitkiler, yiiksek tuz kosullarina tolerans gostermelerini
saglayan benzersiz anatomik yapilara sahiptirler (Shabala, 2013). Bu nedenle ¢alismada
Scorzonera hieraciifolia’nin tuz stresine toleransi ile iliskili olabilecegi diisiiniilen anatomik
yapilardan, sukkulentlik derecesi ve siirglin kalinligr analizleri yapilmistir. Sukkulentlik
derecesi, yapragin birim alani bagina su depolama kapasitesini gosterir ve sukkulent yapiya
sahip olan bitkiler kalin yapraklar ile karakterize edilirler (Mimura vd., 2003). Scorzonera
hieraciifolia’da kontrole gore tiim tuz uygulamalariyla hem sukkulentlik derecesinin hem de
siirglin kalinliginin arttig1 belirlenmistir. Benzer sekilde baska calismalarda tuz stresi
kosullarinda sukkulentligin ve yaprak kalinhiginin arttigi rapor edilmistir. Ornegin,
sukkulent halofit Suaeda salsa ile Salvadora persica’nin sukkulentlik derecesinin (Qi vd.,
2009; Rangani vd., 2016) ve halofit Cakile maritima’nin yaprak kalinliginin (Debez vd.,
2006) tuz uygulamalariyla arttigi rapor edilmistir. Calismamizda bitkide asir1 Na* ve CI°
iyonlarinin birikiminden kaynakli iyon homeostazisinin diizenlenmesiyle aliman suyun
vakuol hacmini artirmasindan dolay1 sukkulentlik derecesinin ve siirgiin kalinliginin arttig
sOylenebilir. Nitekim, Ogburn ve Edwards (2010) arastiricilar1 benzer sekilde halofitlerdeki
sukkulentligin esas olarak genislemis vakuollerde iyon birikimi nedeniyle meydana

geldigini ileri stirmiislerdir.
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Scorzonera hieraciifolia’nin tuza toleranstaki roliinii belirlemek i¢in arastirilan diger
Oonemli bir parametre de stoma por agikligidir. Calismamizda kontrole gore tuz
konsantrasyonu arttikca stomalarin kismen kapandigi tespit edilmistir. Nitekim tuz
kosullarinda bitkilerin stomalarin1 kapatmasi yaprak suyu igeriginin korunmasiyla iligkili
oldugu ileri siiriilmiistiir (Parida vd., 2004). Sonug¢larimizla benzerlik gosteren Aster
tripolium’da yapilan bir ¢alismada, hiicre vakuoliinde asir1 tuz birikimi meydana geldigi
zaman, apoplastta bekgi hiicrelerinin etrafinda Na® iyon konsantrasyonunun artmaya
basladig1 ve bu durumun bitkide kismen stoma kapanmasina, transpirasyonun azalmasina ve
suyun etkili bir sekilde kullanilmasina neden oldugu rapor edilmistir. Béylece yapraklara
giden asir1 tuz akisinin azaldig1 ve bitki biiylimesinin devam edebildigi belirtilmistir (Joshi
vd., 2015). Bu bilgiler 1s1ginda, S. hieraciifolia’nin artan Na® ve CI igeriklerine karsi
stomalarin1 kismen kapatarak, suyu etkin bir sekilde alabildigi ve bdylece yliksek tuz
kosullarinda (600 mM) yasamini devam ettirebildigi diisiiniilmektedir.

Halofit bitkilerde ozmotik ayarlama, tuza toleransta en Onemli fizyolojik
mekanizmalardan biri olarak kabul edilir (Kotagiri ve Kolluru, 2017). Bu nedenle mevcut
calismada tuza tolerans mekanizmasinda ozmolitlerin roliinii arastirmak ig¢in, prolin ve
toplam ¢oOzilinebilir seker igerikleri belirlenmistir. Kontrol grubuna goére Scorzonera
hieraciifolia’nin prolin ve toplam ¢oziinebilir seker igeriginin tiim tuz uygulamalariyla
onemli derecede arttig1 tespit edilmistir. Prolin ve toplam ¢6ziinebilir seker igerikleri ile ilgili
benzer calismalar da literatiirde mevcuttur. Ornegin, sukkulent halofit Plantago crassifolia
ve Inula crithmoides’in prolin igeriginin tim tuz uygulamalariyla (150, 300, 450 ve 600
mM) arttig1 rapor edilmistir (Pardo Domenech vd., 2016). Wang vd. (2013), Eutrema
halophilum’un toplam ¢6ziinebilir seker igeriginin tuz konsantrasyonu (200, 400, 600 mM)
arttikca orantili olarak arttigini belirlemislerdir. Veriler 1s1¢inda, vakuolde iyonlarin
boliimlendirilmesinden dolayr bozulan ozmoregulasyonun yeniden saglanmasi igin S.
hieraciifolia’nin prolin ve toplam ¢oziinebilir seker igeriklerinde bir artisin meydana geldigi
diistiniilmektedir.

Calismada Scorzonera hieraciifolia’nin yiiksek tuza toleransinda iyonlarin roliini
belirlemek igin ayrica Na*, CI', K*, Mg*? ve Ca*?igerikleri belirlenmistir. Calismada tuz
kosullar1 altinda sukkulent halofit Scorzonera hieraciifolia’nin Na*, CI', K*, Mg*? ve Ca*?
iceriklerinin arttigi belirlenmistir. Tuza toleransta yapraklar1 ve govdesi sukkulent
halofitlerin vakuoliinde biriken inorganik anyon ve katyonlar, ozmotik potansiyeli bir

dereceye kadar diisiirerek tuzlu topraklardan suyun aliimini saglamaktadirlar (Short ve



67

Colmer 1999). Bununla beraber, bazi sukkulent halofitlerin Na"y1 kullanarak hiicresel
ozmotik potansiyeli diizenlemesinin yani sira sitozolde asir1 Na' toksikligini azaltmak igin
vakuolde Na' iyonunu boliimlendirdigi ve bdylece hiicresel iyon homeostazisinin ve
turgorun korundugu belirtilmistir (Flowers vd., 2015). Ancak vakuol i¢inde -etkili
boliimlendirme, sitozoliin ozmotik potansiyelinde es zamanli bir artis ve sitozolik K*
dengesinin de slirdiiriilmesi ile basarilir. Nitekim hem hiicresel hem de biitiin bitki
seviyesinde tuza tolerans yiiksek Na" igerigine karst K" homeostazisinin siirdiiriilmesiyle
ilgili oldugu bilinmektedir (Hariadi vd., 2011). Bulgularimiza benzer olarak halofit
Salvadora persica’nin tuz kosullarinda (250, 500 ve 750 mM NaCl) artan Na" ve CI°
igerigine ragmen bitkinin K* dengesini korudugu belirlenmistir (Parida vd., 2016).
Verilerimize gore, yiiksek tuz kosullarinda S. hieraciifolia’da artan Na* ve C1 ye gére K" ’nmn
homeostazisinin siirdiiriildiigii goriilmektedir. Nitekim, Ca** ve Mg* gibi iki degerlikli
katyonlar mezofil hiicrelerinin plazma zarinda K" tagiyicilarimin aktivitesini ayrica
diizenledigi bilinmektedir (Shabala vd., 2005; Pérez vd., 2008).

Calismada tigiincii bir hipotez olarak S. hieraciifolia’nin antioksidan sistemi uyararak
yiiksek tuza tolerans gosterebildigi diisiiniilmiistiir. Bu hipotezi test etmek i¢in siiperoksit
(O27) ve hidrojen peroksit (DAB boyamasi) gibi ROT’larin igerigine, SOD, CAT, GPOD,
APX ve GR aktivitelerine, ASC ve GSH gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin
miktarlarindaki degisimler incelenmistir. Scorzonera hieraciifolia’da kontrole gore O>~ ve
H>0; seviyelerinin tiim tuz uygulamalariyla arttig1 belirlenmistir. Bagka calismalarla da tuz
stresi kosullarinda tuza toleransli/halofit bitkilerde O>~ ve H2O: igeriginin arttig1 rapor
edilmistir. Ornegin, kontrole gére tuza toleransli transgenik Brassica napus (150, 300 ve 450
mM) ve halofit Eutrema halophilum’un (25, 50, 100 mM) O igerikleri tiim tuz
uygulamalariyla arttig1 belirlenmistir (Sun vd., 2015; Shiri vd., 2015). Ayrica Ellouzi vd.
(2011), kontrole gore halofit Cakile maritima’nin H>O; igeriginin 400 mM tuz
uygulamasiyla artti§ini rapor etmislerdir.

Tuz stresi kosullarinda bitkilerde redoks homeostazisinin saglanmasinda antioksidan
mekanizma etkilidir (Das ve Rocyhoudhury, 2014). SOD, bitki hiicrelerinde siiperoksit
radikallerini (O27) temizleyen ilk enzimdir ve ROT toksisitesine karsi hiicreleri korumada
Oonemli bir rol oynar (Scandalios, 1993). Calismada kontrol grubuna gore, S. hieraciifolia’nin
SOD aktivitesinin artan tuz konsantrasyonuna bagl olarak arttig1 belirlenmistir. Tuz stresi
altinda artan ROT’lara karsi ekstrem halofitlerde SOD aktivitesinin arttig1 ile ilgili

literatiirde benzer calismalar mevcuttur. Ornegin, Uzilday vd. (2014) ekstrem halofit E.
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parvulum’da SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore tuz uygulamalartyla (50, 200 ve 300
mM NaCl) 6nemli derecede arttigini rapor etmislerdir. Bagka bir ¢calismada, ekstrem halofit
Atriplex portulacoides’in SOD aktivitesinin artan tuz konsantrasyonuna bagl olarak (200,
400, 800 ve 1000 mM NaCl) arttig1 belirlenmistir (Benzarti vd., 2012). Nitekim ¢evresel
streslere karsi artan SOD aktivitesi bitkinin artan toleransiyla iligkili oldugu bilinmektedir
(Sharma vd., 2012). Bununla birlikte, tuz stresi altinda sukkulent halofitlerde de SOD
aktivitesinin artti1 ya da azaldig ile ilgili ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Ornegin, tuz
kosullarinda (100, 150 ve 200 mM NaCl) sukkulent halofit Suaeda nudiflora’nin SOD
aktivitesinin azaldigi (Cherian ve Reddy, 2003), aksine Crithmum maritimum’da SOD
aktivitesinin 200 mM tuz uygulamasiyla arttigi tespit edilmistir (Amor vd., 2005).
Goriildiigii gibi SOD aktivitesi ile ilgili literatiirde net bir durum mevcut degildir. Nitekim,
tuz stresi altinda SOD aktivitesi tuzluluk seviyesinin yan1 sira bitki tiiriine, yasina, analiz
edilen bitki kismina gore degisiklik gdsterebilir (Chaparzadeh vd., 2004).

Calismamizda arastirilan diger bir antioksidan enzim CAT aktivitesidir. Kontrole gore
Scorzonera hieraciifolia’nin CAT aktivitesinin 150 ve 300 mM tuz uygulamalariyla arttig1,
450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla azaldigi belirlenmistir. Bu bulgular literatiirdeki baska
caligmalarla uygunluk igerisindedir. Ornegin, kontrole gére sukkulent ekstrem halofit
Salicornia brachiata’nin CAT aktivitesinin 200 mM tuz uygulamasiyla degismedigi, 400 ve
600 mM tuz uygulamalariyla ise azaldig1 rapor edilmistir (Parida ve Jha, 2010). Veriler
15181inda, yliksek tuz konsantrasyonlarinda (450 ve 600 mM) azalan CAT aktivitesinin
H>O2'nin temizlenmesinde etkili bir antioksidan olmadigi ve CAT i gorevini bagka bir
antioksidan enzimin (askorbat peroksidaz vb.) iistlendigi diisliniilmektedir. Nitekim bitkide
azalan antioksidan enzim aktivitelerinde strese karsi diger koruyucu mekanizmalarin
harekete gectigi ileri striilmiistiir (Kronfuss vd., 1996). Ayrica CAT enziminin H>O; i¢in
nispeten zay1f affinitesi oldugu da bilinmektedir (Shang ve Feierabend, 1999).

Calismamizda arastirilan antioksidan enzimlerden biri de GPOD enzimidir. Analizler
sonucunda, Scorzonera hieraciifolia’nin GPOD aktivitesinin kontrole gore 150 mM tuz
uygulamasiyla degismedigi, 300, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla 6nemli derecede
arttig1 belirlenmistir. Literatiirde yapilan baska ¢aligmalarda da tuz stresi kosullarinda GPX
aktivitesinin arttig1 belirtilmistir. Ornegin, sukkulent ekstrem halofit Salicornia
brachiata’nin GPX aktivitesinin tuz uygulamalariyla (200, 400 ve 600 mM) arttig1 rapor
edilmistir (Parida ve Jha, 2010). Bulgularimiz 1siginda, 300, 450 ve 600 mM tuz

uygulamalariyla artan GPOD aktivitesinin S. hieraciifolia’da tuza tolerasinda etkili
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olmasmin yami sira bitki siirglin boyunun kisalmasinda da bir rolii olabilecegini akla
getirmektedir. Nitekim, GPX enziminin biliyiimeyi tesvik eden IAA fitohormonunu inhibe
ettigi (Salin, 1987) ve aymi zamanda hiicre duvari sertlesmesinden kaynaklanan bitki
biiylimesini azaltabilecegi yapilan ¢aligmalarla rapor edilmistir (Dionisio-Sese ve Tobita,
1998; Cavalcanti vd., 2004). Calismada hem morfolojik degisimlere hem de siirgiin taze
agirhigr ile ilgili mevcut verilere bakildiginda, 6zellikle siirgiin boyunun 300 mM tuz
uygulamasindan sonra azalmasi bu ifadeyi desteklemektedir.

Caligmamizda diger bir antioksidan enzim olan APX aktivitesinin kontrole gdre tim
tuz uygulamalariyla artti1 belirlenmistir. Sonuglarimizla paralel olacak sekilde literatiirde
baz1 galismalar mevcuttur. Ornegin, sukkulent ekstrem halofit Salicornia brachiata’mn
APX aktivitesinin tuz uygulamalariyla (200-600 mM) o6nemli derecede arttig1 rapor
edilmistir (Parida ve Jha, 2010). Baska bir ¢alismada, sukkulent halofit Salicornia tiirlerinin
(S. persica ve S. europaea) APX aktivitesinin tiim tuz uygulamalariyla (100, 200, 400, 500
ve 600 mM) arttig1 belirlenmistir (Aghalel vd., 2009). H O, CAT tarafindan glioksizom ve
peroksizomlarda ve APX tarafindan kloroplastlarda olmak iizere iki yolla detoksifiye edilir
(Shigeoka vd., 2002; Sec¢kin vd., 2010). Bu bilgi dogrultusunda, c¢alismamizda tuz
kosullarinda azalan CAT aktivitesinin yerine H>O> temizlemesini APX enziminin iistlenmis
oldugunu soyleyebiliriz. Nitekim, APX enzimi askorbat-glutatyon yolu ile hiicrelerde fazla
H>O; birikimini 6nler (Asada, 2006) ve APX aktivitesindeki bu artisin énceden var olan
APX’in aktivasyonundan ya da bitkiler tuza maruz kaldiginda APX’in sentezinden
kaynaklanabilecegi ileri stiriilmistiir (Parida ve Das, 2005).

GR aktivitesi lizerine yapilan ¢alismalarda Scorzonera hieraciifolia’da kontrole gore
GR aktivitesinin yiiksek tuz uygulamalariyla arttig1 belirlendi. APX gibi GR de askorbat ve
glutatyonun redoks durumunu korumak i¢in gereken bir enzimdir (Asada, 2006). GR,
glutatyon ve askorbati iceren bir redoks dongiisii boyunca i¢sel H>O; igeriginin kontroliinde
onemli bir rol oynamaktadir (Foyer ve Noctor, 2009). Onceki ¢alismalar ile GR'nin tuzluluk
dahil abiyotik stres kaynakli oksidatif hasara karsi farkli bitki tiirlerinin korunmasinda
koruyucu bir rolii oldugu rapor edilmistir (Demiral ve Tiirkan, 2005; Rao ve Reddy, 2008).
Bulgularimiza paralel olacak sekilde Parida ve Jha (2010) tarafindan yapilan ¢alismada tuz
kosullarinda sukkulent ekstrem halofit Salicornia brachiata’nin GR aktivitesinin 6nemli
derecede arttigint rapor etmislerdir. Sonuglarimiz S. hieraciifolia'da, tuz stresine karsi

GR'nin antioksidan savunma sisteminde 6nemli bir rolil olabilecegini gdstermektedir.
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Calismamizda tuz stresi kosullarinda enzimatik olmayan antioksidanlardan ASC
icerigindeki degisim arastirilmistir. Kontrol grubuna gore Scorzonera hieraciifolia’nin ASC
igeriginin 150 mM tuz uygulamasiyla degismedigi, 300, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla
onemli derecede arttig1 belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, tuz stresi altinda askorbat eksik
Arabidopsis mutantinin oksidatif bilesiklere kars1 yiiksek duyarlilik gosterdigi belirtilmistir
(Abogadallah, 2010). Vaidyanathan vd., (2003), tuz kosullarinda iki énemli ¢eltik (Oryza
sativa L.) kiiltiivar1 olan Pusa Basmati (tuza-hassas) ve Pokkali’nin (tuza toleransli) ASC
iceriklerini  karsilagtirmislardir. Kontrole gore Pokkali’nin ASC igeriginin tuz
uygulamalariyla (100, 150, 200, 250, 300 mM) 6nemli derecede arttigini, Pusa Basmati’de
ise ASC igeriginin 100 ve 150 mM tuz uygulamalariyla artarken, 200, 250 ve 300 mM tuz
uygulamalariyla 6nemli derecede azaldigini rapor etmislerdir. Nitekim, bitkilerdeki ASC
seviyesindeki artigin antioksidan sistemin etkili bir sekilde siirdiiriilmesi i¢in gerekli oldugu,
biyotik ve abiyotik streslerin sonucunda meydana gelen oksidatif stres hasarindan bitkileri
korudugu ileri stiriilmiistiir (Shigeoka vd., 2002).

Mevcut calismada arastirilan bir diger enzimatik olmayan antioksidan da GSH’tir.
Kontrole gore Scorzomera hieraciifolia’nin GSH igeriginin 150 mM tuz uygulamasiyla
onemli derecede azaldigi, 300, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla arttig1 tespit edilmistir.
Sonuglarimizla paralellik i¢inde olan bir ¢alismada halofit Cakile maritima’nin GSH
igeriginin 400 mM tuz uygulamasiyla arttig1 belirtilmistir (Amor vd., 2006). Bulgularimiza
gore, GSH redox durumunu koruyarak tuz stresi toleransinda koruyucu bir rol oynadigi
(Shalata vd., 2001) ve stres kosullarina adapte olan bitkilerde GSH seviyesinin daha yiliksek
oldugu rapor edilmistir (May ve Leaver, 1993). Bu nedenle S. hieraciifolia’da kontrole gore
tuz stresine kars1 GSH igerigindeki artisin bitkinin tuza toleransinda rol oynadigini
gostermektedir.

Mevcut ¢alismada, S. hieraciifolia’nin yiiksek tuza tolerans mekanizmasini molekiiler
yonden de aydinlatmak i¢in SOD, CAT, GPX ve GR enzimlerinin protein profilleri western
blot yontemi ile belirlenmistir. Kontrol grubuna gore, tiim tuz uygulanmis gruplarin FeSOD
ve GPX protein igeriklerinin arttigi, en yiiksek FeSOD igerigi 450 ve 600 mM tuz
uygulamalariyla, GPX igeriginin ise 600 mM tuz uygulanmasiyla oldugu tespit edilmistir.
Aksine, kontrole gore CAT igeriginin 150 ve 600 mM tuz uygulamasiyla degismedigi, 300
mM tuz uygulamasiyla arttigi, 450 mM tuz uygulamasiyla azaldigi belirlenmistir. Bununla
birlikte, GR igeriginin kontrole gore 150, 300, 450 mM tuz uygulamalariyla arttigi, 600 mM
tuz uygulamasiyla degismedigi tespit edilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda, yiiksek tuz



71

kosullarinda antioksidanlarin protein iceriklerindeki degisimler, antioksidan enzim
aktiviteleriyle bir paralellik i¢inde oldugunu gostermektedir. Tuz kosullarinda tuz stresinin
etkilerinden sakinmak i¢in S. hieraciifolia’nin antioksidan savunma sistemini etkili bir
sekilde uyardig1 diisiiniilmektedir. Boylece tuz kosullarinda S. hieraciifolia’da sukkulentlik
mekanizmasi anatomik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yonlerden detayli bir sekilde
aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Scorzonera hieraciifolia’nin sukkulentlik mekanizmasinda iyon
birikimi, ozmotik ayarlama, ozmolit {iretimi (prolin, toplam ¢oziinebilir seker), turgor basing
potansiyelinin siirdiiriilmesi ve antioksidan savunma sistemi ile bitki biiylimesi arasinda
hassas bir dengenin kuruldugu sdylenebilir.

Elde edilen veriler 1s18inda, bu calisma ile yapraklar1 sukkulent endemik halofit
Scorzonera hieraciifolia’nin ozmolitleri hiicre igerisinde ve NaCl’yi ise vakuolde
depolamasi sayesinde suyu etkin bir sekilde alarak sukkulentligi artirdig1, ayrica antioksidan
sistemi uyararak 600 mM yiiksek tuz konsantrasyonuna tolerans gosterebilen ekstrem halofit

bir bitki oldugu sonucuna varildi.



5. SONUCLAR

[

. 8. hieraciifolia’da artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak sukkulentligin arttigi
gozlendi ve bitki bliylimesinde optimum tuz konsantrasyonunun 300 mM olarak tespit
edildi. Bitkinin 450 mM tuz uygulamasiyla hayatta kaldigi, 600 mM tuz kosullarinda
klorozis meydana gelmesine ragmen yasamina devam ettigi tespit edildi.

2. Eutrema parvulum’da da optimum biiyiimenin 300 mM tuz uygulamasiyla oldugu, 450
mM tuz uygulamasiyla klorozis goriildiigii ancak 600 mM tuz konsantrasyonunda
bitkinin canliligini kaybettigi tespit edildi.

3. E. parvulum’da artan tuz konsantrasyon bagl olarak NSI’nin azaldig1 aksine
Scorzonera hieraciifolia’da tuza bagl olarak arttig1 belirlendi.

4. E. parvulum’da TBARS igerigi tiim tuz uygulamalariyla arterken, S. hieraciifolia’da
yalnizca yiiksek tuz uygulamalariyla arttig1 tespit edildi.

5. S. hieraciifolia ve E. parvulum’un H>O3 igeriginin tiim tuz uygulamalariyla birlikte
arttig1 tespit edildi. En yiiksek H,O» igerigi S. hieraciifolia’da 600 mM, E. parvulum’da
ise 450 mM tuz uygulamalariyla oldugu belirlendi.

6. S. hieraciifolia’nin hem sukkulentlik derecesi hemde siirglin kalinlig1 kontrole gore
artan tuz kosantrasyonuna bagli olarak arttig1 kaydedildi.

7. S. hieraciifolia’nin siirgiin alani, kontrole gore tiim tuz uygulamalariyla birlikte arttig1
gorildii. En yiiksek siirgiin alan1 300 mM tuz uygulanmus siirgiinlerde tespit edildi.

8. S. hieraciifolia’da stoma por agiklig1 artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak kismen
azaldig belirlendi.

9. S. hieraciifolia’da siirgiin taze agirliginin kontrole goére 150 ve 300 mM tuz
uygulamalariyla arttig1, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla degismedigi tespit edildi.

10. S. hieraciifolia’nin siirgiin kuru agirligmin kontrol grubuna gére 150 mM tuz

uygulamasiyla degismedigi, 300 mM tuz uygulamasiyla arttifi, yliksek tuz
uygulamalariyla (450 ve 600 mM) azaldig1 belirlendi.

11. S. hieraciifolia’nin fotosentetik pigment igeriklerinin 150 mM tuz uygulamasiyla

arttig1, 300, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla birlikte azaldig1 kaydedildi.

12. S. hieraciifolia’nin Oy igeriginin kontrole gore tiim tuz uygulanmis siirgiinlerde

artt11 belirlendi.

13. 8. hieraciifolia’da dokularda H>O» igeriginin tiim tuz uygulamalariyla arttig1 goriildii.
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S. hieraciifolia’nin prolin ve toplam ¢oziinebilir seker igeriginin kontrole gore tiim
tuz uygulamalariyla birlikte arttig1 belirlendi.

S. hieraciifolia’mn Na*, CI, K*, Mg"? ve Ca*? igeriklerinin tiim tuzuygulamalariyla
arttig1 kaydedildi.

S. hieraciifolia’nin SOD, APX ve GR aktivitelerinin tiim tuz uygulamalariyla arttig
belirlendi.

S. hieraciifolia’nin CAT enzim aktivitesinin kontrole gore 150 ve 300 mM tuz
uygulamalariyla arttig1, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla azaldig1 kaydedildi.

S. hieraciifolia’nin GPOD enzim aktivitesinin kontrole gére 300, 450 ve 600 mM tuz
uygulamalariyla arttig1 goriildii.

S. hieraciifolia’nin ASC igeriginin kontrole gore 150 mM tuz uygulamasiyla
degismedigi, 300, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla arttig1 kaydedildi.

S. hieraciifolia’nin GSH igeriginin kontrole gore 150 mM tuz uygulamasiyla
azaldigi, 300, 450 ve 600 mM tuz uygulamalariyla arttig1 tespit edildi.

FeSOD ve GPX miktarlarinin artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak arttigi
belirlendi.

CAT miktarimin 300 mM tuz uygulamasiyla arttigi, 450 mM tuz uygulamasiyla
azaldigi, 150 ve 600 mM tuz uygulamasiyla kontrole degistirmedigi goriildii.

GR miktarinin ise, 150, 300 ve 450 mM tuz uygulamalariyla arttigi, 600 mM tuz
uygulamasinda ise kontrole degismedigi belirlendi.

Yapraklar1 sukkulent endemik halofit Scorzomera hieraciifolia’nin ozmolitleri
NaCl’yi hiicre igerisinde biriktirdigi bu sayede suyu etkin bir sekilde alarak
sukkulentligi artirdig1, antioksidan sistemi uyardigi ve yliksek tuz tolerans

gosterebilen ekstrem halofit bir bitki oldugu sonucuna varildu.



6. ONERILER

Halofitlerin tuz stresini tolere edebilmek icin sahip olduklari sakinim mekanizmalarindan
biri sukkulent yapiya sahip olmasidir. Bu mekanizmaya sahip olan halofit bitkiler yiiksek tuz
kosullarina tolerans gosterebilirler ve bu kosullarda uzun siire canliliklarin1 devam ettirebilirler.
Bu tez ¢alismasiyla Scorzonera hieraciifolia’nin tuza toleransinda sukkulent yapinin oldukca
onemli oldugu belirlendi. Bitki bu yap1 sayesinde su icerigini koruyarak, 600 mM gibi ekstrem
tuz kosullarinda hayatta kalabildigi kanisina varilmistir.

Bitkideki sukkulentlik ile saglanan tuza tolerans mekanizmasinin arastirildigi mevcut
calisgmamizda, tuz kosullarinda antioksidan sistemde rol alan bazi enzimlerdeki degisimler
belirlenmistir. Bu mekanizmanin daha ayrintili incelenebilmesi i¢in antioksidan sistemde rol
oynayan Asada-Halliwell yolunun diger enzimleri olan monodehidroaskorbat rediiktaz ve
dehidroaskorbat rediiktaz aktivitelerinin belirlenmesi 6nerilmektedir.

Bununla birlikte, sukkulent halofitlerin kék ve yaprak bolgelerindeki hiicre zarinda ve
vakuollerinde konumlandirilmis tasiyici proteinlerin (Na* tasiyicis1 (HKT1), vakuolar Na*/H"
antiport (NHX), secici olmayan katyon kanallar1 (NSCC) vb.) tuz stresi kosullarindaki roliinii
ayrintili olarak ortaya koymak i¢in Scorzomera hieraciifolia’da hem dejenarat primer
tasarlanarak qRT-PCR yontemi ile genlerin ifade seviyelerine bakilmasina, hem de western blot
yontemi ile protein profilleri ¢alisilmasina gereksinim duyulmaktadir. Ayrica bu ¢aligmada
yiiksek tuz kosullarinda S. hieraciifolia’da kuru agirhiginin azaldigr belirlenmistir. Bu azalisin
fotosentez etkinliginin azalmasindan kaynaklanabilecegi diislintildiigii i¢in, rubisco aktivitesi
ve klorofil floresans parametrelerindeki degisimlerin arastirilmasi dnerilmektedir.

Bu bitkinin genomu bilinmediginden, tuz stresi altinda Scorzomera hieraciifolia’da
mikroarray yontemini kullanarak tuz stresi ile iliskili olabilecek genler belirlenebilir ve ilgili
genlerin tanimlanmasindan sonra, kiiltiir bitkilerine bu genlerin aktarilmasi diger arastiriimasi

gereken dnemli konulardan biridir.
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OZGECMIS

Tez calismasini hazirlayan ve sunan Cansu ALTUNTAS 8 Ocak 1991°de Trabzon’da
dogdu. Ilk ve orta grenimini Trabzon’da tamamladi. 2008 y1linda KTU Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’nii kazand1. Biyoloji béliimiinii 2012 yilinda tamamladiktan sonra ayn1 y1l KTU Fen
Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine basladi. 2015 yilinda
yiiksek lisans programini tamamladiktan sonra yine ayni1 yil igerisinde Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dalinda Doktora Egitimine baslad:. Lisansiistii egitim siiresince TUBITAK
111T511, 11472148 (COST), 1147336 kodlu ulusal ve uluslararasi projelerde bursiyer olarak,
FHD-2016-5655, FHD-2016-5455, FBA-2016-5562, FDK-2018-7712 kodlu BAPprojelerinde

ise arastirmaci olarak gorev aldi. Evli ve bir ¢ocuk beklemektedir.
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