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OZET

Yiksek Lisans Tezi

BAZI BiTKi BUYUME DUZENLEYICILERININ TUZ STRESI A_LTINDAKi
BUGDAYDA (Triticum aestivum L.) AZOT METABOLIiZMASI UZERINE
ETKILERI

Ayse Giilden ALHAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu calismada, ekzojen nitrik oksit (NO) ve hidrojen siilfiiriin (H2S), tuz (NaCl) stresi
altindaki bugday (Triticum aestivum L.) varyetelerinde (Altindane ve Dogu-88), bilyiime-
gelisme parametreleri ve azot metabolizmasi {izerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amag i¢in
bugday fideleri bir iklim kabininde hidroponik sistemde uygun kosullarda (24/20 °C,
giindiiz/gece) biiyiitiilmiistiir. Cimlenmeyi takiben 10. giin, fide yapraklarina H>S dondrii
olarak NaHS (1 ve 1.5 mM), NO donérii olarak SNP (0.5 ve 1 mM ) uygulanmis ve sonra
hidroponik sistem 150 ve 300 mM NaCl derisimine ayarlanmistir. Uygulamadan 4 giin
sonra, kontrol dahil fidelerin kok ve govdelerinde; boy uzunlugu, kuru agirlik, protein ve
fotosentetik pigment miktar1 (klorofil ve karotenoid) ve lipid peroksidasyonu seviyesi
(LPO) olctilmiistiir. Ayrica, azot metabolizmasinda rol alan enzimlerden nitrat rediiktaz
(NR), nitrit rediiktaz (NiR), glutamin sentaz (GS) ve glutamat sentaz (GOGAT) aktiviteleri
belirlenmistir. Caligmada tek basma tuz uygulamalari, kontrol ile kiyaslandiginda, iki
bugday varyetesinin govdelerinde boy uzunlugu, kuru ve yas agirligi ve protein miktarimni
diistirtirken, koklerinde bu parametreleri artirmistir. Aymi tuz uygulamalart her iki
varyetede, LPO (malondialdehid olarak) ve karotenoid igerigini artirmis, ancak klorofil
miktarin1 diistirmiistiir. Tuz uygulamalarindan 6zellikle 300 mM NaCl uygulamasi, NR,
NiR, GS ve GOGAT aktivitelerini genelde diistirmiistiir. Tuz kosullar1 altindaki her iki
bugday varyetesinde SNP ve NaHS uygulamalar1 tuz kosullarinin neden oldugu bu
olumsuzluklar1 genelde iyilestirebilmistir. Bulgulara gére NO ve H>S uygulamalarinin, tuz
stresi altindaki bugdayda, azot asimilasyonunu artirarak fizyolojik parametrelerin
lyillesmesine ve tuz stresi toksisitesinin yatistirilmasina onemli katki yaptigi ileri
surilmustiir.

2019, 82 sayfa

Anahtar Kelimeler: Azot metabolizmasi, Bugday, Hidrojen siilfiir, Nitrik oksit, Tuz stresi,



ABSTRACT

MS Thesis

EFFECTS OF SOME PLANT GROWTH REGULATORS ON NITROGEN
METABOLISM IN WHEAT (Triticum aestivum L.) UNDER SALT STRESS

Ayse Giilden ALHAN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this study, the effects of exogenous nitric oxide (NO) and hydrogen sulfide (H2S) in
wheat (Triticum aestivum L.) varieties (Altindane and Dogu-88) under salt (NaCl) stress
were investigated on growth-development parameters and nitrogen metabolism. For this
aim, wheat seedlings were grown in a hydroponic system in a climate cabinet under
favorable conditions (24/20 °C, day/night). On the 10th day following germination, NaHS
(1 and 1.5 mM) as H2S donor or SNP (0.5 and 1 mM) as NO donor was applied to the
seedling leaves, and then the hydroponic system was adjusted to the concentrations of 150
and 300 mM NaCl. Four days after the application, it was determined length, dry and fresh
weights, protein and photosynthetic pigment (chlorophyll and carotenoid) contents, and
lipid peroxidation (LPO) level in root and shoot of the seedlings. In addition, nitrate
reductase (NR), nitrite reductase (NiR), glutamine synthase (GS) and glutamate synthase
(GOGAT) activities were assayed in the same tissues. The results showed that alone the salt
applications decreased the length, dry and fresh weight, and protein content of the two
wheat varieties in the shoots compared to the control, while increased these parameters in
their roots. The same salt treatments increased LPO (as malondialdehyde) and carotenoid
contents in both the varieties, but decreased chlorophyll amount. Of the salt applications,
especially 300 mM salt generally reduced NR, NiR, GS and GOGAT activities. The SNP
and NaHS applications were generally able to improve these complications caused by the
salt application in both wheat varieties under salt conditions. According to the findings, it is
suggested that NO and H.S applications to wheat seedlings under salt stress contribute
significantly improving physiological parameters and mitigating salt stress toxicity by
stimulating nitrogen assimilation.

2019, 82 pages

Keywords: Hydrogen sulfide, Nitric oxide, Nitrogen metabolism, Salt stress, Wheat
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1. GIRIS

Dogadaki canlilarin 6nemli bir boliimiinii olusturan bitkiler, canli yasaminin devamliligi
acisindan ekosistemin temel elamanlarindan biridir. Hem dogal hem de tarimsal
kosullar altinda, bitkiler siklikla ¢evresel streslere maruz kalirlar. Diinya genelinde
bitkisel tiretimde {iriin kaybinin baglica nedeni abiyotik stres faktorleridir ve 6nemli
tarimsal irlinlerin ortalama tiretimini yaklasik %50 azaltarak tarim endiistrisinin
gelecegini tehdit etmektedir (Mahajan and Tuteja 2005). Toprak ise bitkiler ig¢in
yasamin temel kaynaklarindan biri, bitkisel ve hayvansal iiretimin vazgecilmez bir
pargasidir. Tarimsal {iretimin temel 6gelerinden birisi olan topragin yapisinin bozulmasi
halinde yenilenmesi uzun zaman almaktadir. Bu nedenle topraklardan yiliksek verim
amaglanirken topraklarin korunmasi, tarimsal iiretimin devamlilii ac¢isindan
zorunludur. Ekilebilir alanlarin verimini azaltan etmenlerin basinda stres gelmektedir

(Taiz and Zeiger 2015).

Canlilar dogalar1 geregi dis cevre ile siirekli iliski halindedirler. i¢cinde bulunduklari
cevrede uygunsuz kosullar olusmasi durumunda adaptasyon eksikligine bagli olarak
stres kosullarina maruz kalirlar. Cevre sartlarinin bir bitkinin normal biiylime ve
gelismesini olumsuz yonde etkileyecek kadar degismesi halinde bitkide meydana gelen
duruma stres denir. Bir baska deyisle bitki lizerinde negatif etkileri olan dis faktorler
stres olarak tanimlanir. Bir¢ok durumda, stres bitkinin canli kalabilmesi, iiriin
verebilmesi, biyokiitle birikimi ve 6ziimleme ile iliski kurarak ac¢iklanmasi gereken bir
kavramdir. Bitkiler yasam dongiileri boyunca biiyiime ve gelismelerini olumsuz yonde
etkileyecek birgok stres faktorii ile karsilasirlar. Biyotik ve abiyotik kokenli olabilen bu
stres faktorleri bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal zararlar olusturarak, iirlin nicelik ve

niteligini olumsuz yonde etkileyebilir (Kaur and Asthir 2017).

Stres, yukaridaki tanima goére bitki icin dinamik bir siirectir. Stres faktoriiniin etkili
olmadig1 donemde, stres olarak kabul edilmeyen kararsiz bir ortam (6rnegin
fotosentezde hafif dalgalanmalar) olabilir. Ancak stres basladiginda, dakikalar, giinler

hatta haftalarca kalabilen az veya ¢ok hizli ve giiclii bir cevap goriiliir. Stresin etkileri



devam ederse, aklimasyon baglar. Aklimasyon, bitkilerin stres kosullarinda
dayanmalarin1 ve performanslarini artirmalarini saglayan orta vadeli bir siirectir. Bunun
genetik bir temeli vardir (yani genotip fizyolojik siiregleri gerceklestirmek i¢in birkag
olas1 alternatif igerir ve bazilar1 sadece stres basladiginda islevseldir), fakat ¢evresel
olarak bir arabulucu gibidir. Stres faktorleri nesiller boyunca etkili olmaya devam
ederse adaptasyon gerceklesir, yani adapte olan popiilasyonlarin  genetik
kompozisyonunda bir degisiklik oldugu anlamina gelir. Fenomen olarak, biyotik ve
abiyotik streslerin bitki yasami i¢in birer tehdit olmaktan ziyade, evrimsel motorlari
isleterek biyolojik gesitliligin kaynaklarini olusturduklari ileri siirtilmiistiir (Reigosa et
al. 2006; Dubey et al. 2018).

Dogada stressiz dogal bir ¢evrede yasam siirdiiren bitkilerin varligini1 diisiinmek pek
olas1 degildir. Stres faktorleri, bitkilerin yasamlarinin herhangi bir doneminde ortaya
cikarak onlar etkileyebilir, bitki tiirlerine gore farkli tepkilerin alinmasina yol acabilir,
diger bir degisle farkli bitki tiirlerini farkli derecede etkileyebilir. Ornegin ¢ogu bitkiler,
stirekli olarak kuraklik, sel, sicaklik (diisiik veya yiiksek), asir1 tuz, agir metaller, yiiksek
yogunluklu 1sinlama, allelokimyasallar veya patojenik ajanlarin neden oldugu
enfeksiyon gibi olumsuz c¢evresel kosullara maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle, dogal
ekolojik nislerinde yasayan bitkiler, genellikle fizyolojik optimimlerinden (en azindan
yasam dongiisiiniin bir boliimiinde) daha uzakta yasar. Bir bitkinin belirli fizyolojik
parametreleri (su veye besin emilimi, fotosenez, solunum, biiyiime, gelisme, {ireme veya
digerleri) optimal kosullar altinda ifade edilen azami oramin altina diistiigii zaman,
acikca onun stres altinda oldugunu sdyleyebiliriz. Dogada ¢ok farkli biyotik ve abiyotik
¢evre etmenleri bitkilerde strese neden olabilir (Cizelge 1.1) (Reigosa et al. 2006).

Diinyada sulanabilir tarim alanlarinin artan tuzluluk sorunlar1 sebebiyle tarimsal gida
iiriinleri olumsuz ydnde etkilenmektedir. Insanlarin temel gida gereksinimlerinin
karsilanmasi, tarimsal alanlarin en 1yi sekilde kullanilarak tarimsal iiretimin
arttirtlmasina baghdir. Bu yilizden tarim yapilan tuzlu topraklarda ortaya cikan
ekonomik kayiplarin azaltilmasi veya ortadan kaldirilmasi bu topraklarda

yetistirilebilecek en uygun bitki tiirlerinin se¢ilmesini gerektirmektedir (Sen 2005).



Cizelge 1.1. Dogada bitkiler igin stres kaynaklari (Reigosa et al. 2006).

Cevresel Stres Kaynaklari

Sel, oksijen yetersizligi)
RADYAYSON
- Kizil6tesi
-Goriilir 151k (fotoinhibisyon,
fotooksidasyon),

- UV-A, UV-B

- Iyonize edici radyasyon
KIMYASALLAR

- Iyonlar

- Tuzlar

Mineral eksikligi/ fazlalig

- pH (fazla/diisiik)

- Ozon

DIGER

- Yaralama, riizgar,

ses, manyetik alanlar,

elektrik alanlar1 vb.

- Boceklerin etkileri
DIGER Bitkiler

- Parazitism

- Allelopati

- Rekabet

- Herbisit, mantar ilaglari,

- Tarim ilac1

Antropojenik Kaynakh
Abiyotik Biyotik
SICAKLIK PATOJENLER -Kirlilik
- Diisiik sicaklik (Soguk, donma) | - Viriis - O ve fotokimyasal tepkimeler
- Yiiksek sicaklik - Mantarlar - Duman
SuU: - Bakteri - ROS olusumu
- Su kithg:r (Kuraklik, Diigiik su | HAYVANLAR - Fotooksidanlar
potansiyeli) - Phytophagia - Asit yagmuru ve sis
- Su basmasi (asir1 yagmur, - Otlatma - Asidik su ve topraklar

-Mineral eksiklikleri (Toprak kaybina
veya asit yagmuruna bagli)

- Agir metal kirliligi

- Azot fazlalig1 (Eutrophication)

- UV 1ginlarimin artmasi

- Kiiresel iklim degisikligi,

- CO; konsantrasyon artig1

- Tuzlu ve kuru topraklarin artigt

- Giiriilta

- Yangin

- Siki1 (gegirimsiz) topraklar

Tuz birikimi nedeniyle tarim arazilerinde meydana gelen kayiplarin, yiizlerce

kilometrekare oldugu ve bugiin diinyada tuzla etkilenmis 400-950 milyon hektar tarim

arazisinin bulundugu tahmin edilmektedir. Oysa tarim yapilan sulu arazilerin tamamu,

bunun yalnizca 1/3 “ii kadardir. Ulkemizde ise tuzla kirlenmis tarim arazilerinin varlig

4 milyon hektara ulagmistir. Bu da sulanabilir arazi potansiyelimizin yaklasik %20’sini

olusturmaktadir. Tuzluluk problemi olan tarim alanlar1 genelde Akdeniz iklim

kusaginda yogunlagmaktadir. Diinyada 130 milyon hektar civarinda olan tuzlu




topraklarin 80 milyon hektar1 bahsedilen iklim kusaginda yer almaktadir. Arazi
varliginin 6nemli bir kism1 Akdeniz iklim kusaginda bulunan iilkemizde de tuzlu

topraklarin miktar1 ciddi boyutlara ulagsmistir (Kog ve Tan 1999; Sen 2005) .

Kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde yikanarak yer alti suyuna karisan ¢oziinebilir
tuzlarin yiiksek taban suyuyla birlikte kapillarite yoluyla toprak yilizeyine ¢ikmasi ve
buharlasma sonucu toprak yiizeyinde tuzun birikim gostermesi sonucu tuzluluk
problemi ortaya c¢ikmaktadir. Bunun yaninda yanlis sulama pratikleri de ekilebilir
alanlarin bitki gelisimini indirgeyecek diizeyde tuzluluk sorunu ile karsi karsiya

gelmesine neden olmaktadir (Kog ve Tan 1999; Sen 2005).

Tuz stresi, tarimsal tiretimi sinirlayan en 6nemli stres faktorlerinden bir tanesidir. Her
yil tuzluluk nedeniyle daha sinirli tarimsal alanlar olusmaktadir (Demiral and Tiirkan
2004). Asirt tuzluluk, diinyanin bir¢ok bdolgesinde bitkilerin dogal habitatalarinda
yayilmasini sinirlamakta ve siddetle artan bir tarimsal problem olusturmaktadir. Tuzlu
kosullarin bitki biiylimesindeki zararl etkileri genel olarak iki sekildedir. Birinci olarak
koklesme ortammin osmotik potansiyelinin azaltilmasi ve ikincisi 6zel iyon

toksisitesidir (Zhou et al. 2007).

Bitkilerde tuzun en basit etkisi, topraktaki sudan bitkinin yararlanamamasi yaninda bitki
besinlerinin aliiminin azalmasidir. Tuzlu topraklarda artan ozmotik potansiyelden
dolayr bitkilerin suyu yeteri kadar kullanamamasi ya da ortamda asir1 miktarlarda
bulunan Na ve Cl’'nin neden oldugu toksik etkiden dolayr azalma olmaktadir. Tuzlu
kosullarda yetistirilen bitkilerin iyon dengesinin bozulmasina paralel olarak mineral
madde konsantrasyonlarinda da onemli sayilabilecek oranlarda degisimler olmaktadir.
Tuz stresinden etkilenmeyen ya da goreceli olarak daha az etkilenen bitkilerin
dokularinda Na ve Cl iyonlar1 az, prolin miktar1 ise daha fazladir. Bitkiler tarafindan
alman asirn miktardaki tuz (NaCl) hiicre fonksiyonlarmni bozar, hiicre ve organel
zarlarinda meydana gelen tahribatlar nedeniyle fotosentez, solunum vb. islevlerin
sekteye ugramasi tuz zararinin sonuglarindandir (Kalefetoglu and Ekmekg¢i 2005).

Ayrica toprakta tuz kontrasyonun artmastyla, bitkinin topraktan su alimi giliglesmekte,



topragin yapist bozularak bitki gelisimi yavaslamakta, hatta durmaktadir (Kanber vd.
1992). Toprak igerisinde yeterli miktarda su bulunmasina ragmen bazi kosullar altinda
bitkilerin solmaya basladiklar1 goériilmiistiir. Bu durum genellikle yiiksek toprak
tuzlulugunun yarattig1 ‘fizyolojik kuraklik’ durumundan kaynaklanmaktadir. Fizyolojik
kuraklik durumunda yiiksek ozmatik basing nedeniyle bitki kokleri topraktaki mevcut
suyu alamamaktadir (Ayyildiz vd. 1990). Tuzlulugun bitki biiyiimesine dogrudan
(ozmotik stres ve iyon toksisitesi) ve dolayli (sekonder) olmak tizere 2 sekilde etki ettigi
bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda tuzlu kosullarin bitki biiyiimesi {izerindeki
dogrudan etkilerini; koklesme ortaminin ozmotik potansiyelinin azaltilmasi ve 6zel iyon
toksititesi olarak belirtilmistir (Termaat and Munns 1986; Ruiz et al. 1999; Zhou et al.
2007). Tuzlulugun bitkiler iizerindeki dolayli etkisi ise fotosentezin engellenmesi,
metabolik toksisite; K iyonu aliminin engellenmesi, su alimimin saglanmasi igin
metabolik enerjinin kullanilmasi, verimde diisme ve hiicre Oliimii olarak kabul
edilmektedir (Botella et al. 2005; Hong et al. 2009). Toprak suyunda fazla tuzlulugun
bitki gelisimi iizerindeki zararli etkileri su sekilde 6zetlenebilir (1) yavas ve yetersiz
cimlenme (2) fizyolojik kuraklik, solma ve kuruma, (3) bodurluk, kiiciik yapraklar, kisa
govde ve dallar, (4) mavimsi yesil yapraklar (5) ¢igeklenmenin gecikmesi, daha az ¢icek
acma ve tohumlarin daha kii¢iikk olmasi, (6) meyvelerin kii¢iik kalmasi, kalitenin

diismesi ve iiriin kayiplaridir (Kalefetoglu and Ekmekgi 2005; Botella et al. 2005).

Azot (N), karbon (C), hidrojen (H) ve oksijenden (O) sonra canli sistemlerin yapisinda
en fazla bulunan temel bir elementtir. Dilinya atmosferinin %78 ni olusturan molekiiler
azot, (N2; N=N) indirgenmedik¢e canli organizmalarin biiyiik ¢ogunlugu tarafindan
kullanilamaz. Canlilar; proteinler, niikleik asitler ve bir¢ok baska biyomolekiillerinde
yiiksek miktarda azot igerir. Ototrofik biiylime sirasinda, hiicresel organik madde

olusumu i¢in azot ihtiyaci iki farkli yolla inorganik azottan karsilanir. Bunlar;

1. Molekiiler azotun havadan fiksasyonu; veya

2. Su veya toprakta bulunan nitrat (NOs’) veya amonyumun (NH4") asimilasyonu ile dir



Siyanobakteriler dahil sadece bazi bakteriler, azotu (N2) havadan fikse edebilirler.
Baklagiller gibi sadece belirli bitkiler, N> fiksasyonu yapan siyanobakteri ve bakterilerle
simbiyotik iliskiye girebilir. Bununla birlikte, biyosferdeki organik azotun yaklasik
%99'u NOs™ asimilasyonundan tiiretilir. NH4*, temel olarak hayvanlarin ve bakterilerin
metabolizmasiyla atik organik maddelerin parcalanmasinin bir son iiriinii olarak olusur
ve topraktaki bakteriler tarafindan nitrifiye edilerek tekrar nitrat haline oksitlenir.
Boylece, topraktaki nitrat ve bitkilerdeki organik azot arasinda siirekli bir dongii vardir.
NHs" sadece yetersiz drenaja sahip, zayif havalandirilmis topraklarda yiiksek oranda
birikir. Burada oksijen yetersizligi nedeniyle, nitrifikasyon bakterileri tiremez. Toprakta
NOs" yerine NH4" varsa, birgok bitki bunu azot kaynagi olarak kullanabilir (Heldt and
Piechulla 2011).

Karasal bitkilerde kokler vasitasiyla alinan nitrat, hem yapraklarda hem de koklerde
asimile edilir, yani organik madde yapisina katilir. Otsu bitkilerin ¢ogunda, nitrat
asimilasyonu daha c¢ok yapraklarda meydana gelir, ancak koklerde de nitrat asimile
edilebilir. Bu durum, 6zellikle otsu bitkilerin erken biiyiime donemlerinde 6nemli bir rol
oynar. Aksine, bircok odunsu bitki (6rnegin agaclar, ¢alilar) ve ayrica soya fasulyesi
gibi baklagiller esas olarak koklerde nitrati 6ziimsemektedirler. Genel olarak kok
hiicrelerine alinan nitratin 3 akibeti vardir. Bunlar sdyle 6zetlenebilir; alinan nitrat
gecici olarak vakoul icerisinde depolanabilir (i), veya kokiin epidermal ve korteks
hiicrelerinde NHs™e diisiirtiliir (ii). Burada olusan NH4", esas olarak, glutamin ve
asparagin amino asitlerinin sentezi i¢in kullanilir. Bu iki amino asit (amidler), ksilem
kanallar1 araciligiyla yapraklara tasinabilir. Ancak, koklerdeki nitrat asimilasyon
kapasitesi maksimum seviyeye ulastiginda, absorplanan nitratin fazlasi, yapraklara
iletilmek iizere, koklerden ksileme yiiklenir (iii). Yapraklara iletilen nitrat, mezofil
hiicrelerinde ya hemen indirgenerek NHa" olusturulur veya nitrat ayni hiicrelerin
vakoullerinde depolanabilir (Heldt and Piechulla 2011). Nitrat, bitkilerde dokular ve
organlar arasinda kolayca tasinabilir ve vakoulde uzun bir siire depolanabilir, ancak
NOziin protienle ve diger organik bilesiklerin biyosentezinde kullanilmasi igin NH4"’e

indirgenmesi gerekir.



Bitkilerde NOs”iin indirgenmesi ve sonra asimilasyonunda 4 anahtar enzim rol alir
(Sekil 1.1) (Heldt and Piechulla 2011). Bunlar; Nitrat Rediiktaz (NR), Nitrit Rediiktaz
(NiR), Glutamin Sentaz (GS) ve Glutamat Sentaz (GOGAT) enzimleridir. Bu
enzimlerin aktivitelerindeki degismeleri izleyerek bitkide azot asimilasyonunun mevcut
durumu belirlenebilir (Sangwan et al. 2014). Yiiksek bitkilerin sitoplazmasinda bulunan
NR, NOs’iin indirgenmesinde gorev alan ana enzimdir (Heldt and Piechulla 2011). Bu
olayda elektron verici olarak NADH veya NADPH kullanilir.

NR
NOs + (NADH + H") » NO2 + NAD* + H,0

Sitozolde meydana gelen bu olay neticesinde olusan nitrit (NO2) yapraklarda
kloroplastlara, koklerde ise plastitlere tasinir ve tagindiklar1 yerlerde NiR ile NHgs’e
dontistiiriilir (Barro et al. 1991).

NIR
NO2 + (NADPH + H") > NHs" + NADP* + H,0

Yukaridaki reaksiyonda elde edilen NH4", kloroplastta (koklerde plastidlerde) GS enzim
aktivitesi ile glutamin olusturmak {izere glutamatla birlesir. Glutamin ise GOGAT’1n
katalitik etkisi ile 2 adet glutamata indirgenir. Béylece NH4" organik madde yapisina
katilmis yani asimile edilmis olur (Sekil 1.1). Kloroplastlardaki GS, ATP tiiketerek
NHs"e glutamata aktarir ve sonugta glutaminin sentezini gergeklestirir. Bu reaksiyon

asagida ozetlenmistir.

Glutamin sentaz

an

ATP ADP + Pi

NHs* + Glutamat Glutamin




Daha sonra, o-ketoglutarat ile birlikte glutamin, glutamat sentaz (ayni zamanda
glutamin oxoglutarat amino transferaz, kisaltilmisi GOGAT) ile iki glutamat

molekiiliine doniistiiriiliir. Bunun reaksiyonu asagidaki sekilde gerceklesir.

GOGAT
Glutamin + a-Ketoglutarat /k » 2 Glutamat
Fd(req) Fd(ox)
A
Vakoul
Amidler
NO;
A *
Kloroplast
Y. Nitrat Rediiktaz Nitrir Rediiktaz
NO; » NO, » NO, NH:

& >

NADH+H® NAD~ Fdion

Fdiee)

Sekil 1.1. Bir bitki yaprak mezofil hiicresinde nitratin amonyuma indirgenmesi ve amonyumun
asimilasyonu (Fd: Ferredoksin) (Heldt and Piechulla 2011°den modifiye edilerek).

Yukarida ifade edildigi gibi NO3™ asimilasyonu kismen ve hatta baz tiirlerde esas olarak
koklerde de meydana gelir. Topraktan aliman NHa4" normalde koklerde asimile edilir.
Kok hiicrelerinde NO3™ ve NOz-in NHs"e indirgenmesi, mezofil hiicrelerindeki

reaksiyonlara benzer sekilde ilerler. Bununla birlikte, kok hiicrelerinde gerekli



indirgeyici giicler (NADH veya NADPH), yalnizca karbohidratlarin oksidasyonu
(Pentoz Fosfat Yolu gibi) yoluyla saglanir. Koklerde NO2™in indirgenmesi ve ardindan
NHs™{in asimilasyonu yine bir plastid formu olan Idkoplastlarda meydana gelir.
Kloroplastlarda oldugu gibi, 16koplastlardaki nitrit indirgenmesi i¢in indirgeyici olarak
indirgenmis ferredoksin (Fd) gerekir. Lokoplastlarda ferredoksin, oksidatif pentoz fosfat
yolu (PPP) tarafindan iiretilen NADPH ile indirgenir. Lokoplastlarda glutamin sentezi
icin gereken ATP, mitokondri tarafindan iiretilir ve ADP ile takas halinde bir plastid
ATP translokatorii tarafindan 16koplastlara aktarilir. Kok hiicre 16koplastlart dogrudan
indirgeyici olarak NADPH veya NADH kullanan bir glutamat sentaz (GOGAT)
icermesine ragmen, lokoplastdaki GOGAT indirgenmis ferredoksin de kullanabilir.
Koklerde nitrat asimilasyon iirlinleri, bitkinin toprak {stii kisimlarina, ksilem
borularindaki transpirasyon akimi yoluyla, genelde glutamin ve asparajin (amidler)
formunda organik azot bilesikleri olarak tasinir. Bu durum NHs™in topraktaki tek azot
kaynagi olmasi durumunda da gegerlidir (Heldt and Piechulla 2011). Bitki biiyiimesi
icin gereken NOgs, biyokiitlenin pargalanmasindan tiiretilir. Diger bitki besin
maddelerinin aksine (6rnegin, fosfat veya siilfat), NOsz  kayalarin asinmasi ile
saglanamaz. Daha kiigiik miktarlarda NOg’, yildirim ile iretilir ve topraga yagmur
suyuyla tasinir (1liman bolgelerde yilda yaklasik 5 kg N/ha). Antropojenik faaliyetlerden
dolayr (6rnegin, araba trafigi, hayvan iiretimi vb.) topraga tasinan NOs’, diger azot
oksitler ve amonyak miktar1 kisi bagina yilda 15 ila 70 kg N/ha arasinda olabilmektedir.
Gilintimiizde tarimsal liretim i¢in neredeyse zorunlu olan sentetik veya dogal giibreler,
tarimsal {rtinlerin hasatiyla topraktan cekilen azotu telafi etmek i¢in Gnemli bir
kaynaktir. Misir (Zea mays) tarimi igin, ornegin, yilda yaklasik 200 kg N/ha giibre
olarak nitrat veya amonyum kullanilir (Heldt and Piechulla 2011). Nitrat aliminin ve
azot metabolizmasinin stres altinda olumsuz etkilendigini gosteren bazi g¢aligmalar
mevcuttur (Silveira et al. 1999; Sangwan et al. 2014; Chen et al. 2017). Bu ¢alismalara
gore, stres esnasinda azot metabolizmasi enzimlerinin aktivitelerinin diizenlenmesi,

stres hasarinin azaltilmasi bakimindan 6nemlidir.

Stres toleransinit diizenleyen bitki biliylime regiilatorlerinin etkilerini arastirmak,

bitkilerin olumsuz ¢evresel kosullara nasil uyum gosterdiginin daha iyi anlagilmasi i¢in
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onemli bir adim olmustur (Mutlu and Atic1 2012). Nitrik oksit/azot monoksit (NO) uzun
yillardan bu yana bilim diinyasinda bilinen gaz yapida bir molekiildiir. Bitkilerde
NO’nun etkileri ile ilgili ¢alismalar azot oksitler tarafindan olusturulan atmosferik
kirlenme iizerine yogunlagsmistir. Bitkilerde NO salinimi ve bitki biiyiimesi iizerine olan
etkileri ilk kez 1970°1i yillarda tanimlanmistir (Anderson and Mansfield 1979; Klepper
1979; Leshem 2000). Sonraki yillarda bitkilerin sadece atmosferik NO’ya cevap
vermedigi ayni zamanda onemli miktarlarda i¢sel olarak NO iirettikleri de kesinlik
kazanmustir (Wildt et al. 1997). Ik defa memeli hiicrelerinde, daha sonra da bitkilerde
NO’nun biiylime ve gelisme siireglerinde, biyotik ve abiyotik stres cevaplarinin
olugmasinda haberci molekiil oldugu ispat edilmistir (Anbar 1995; Graziano and
Lamattina 2005). Bununla birlikte, NO’nun 1998 yilinda bitki savunma sinyali olarak
tanimlanmasina kadar bitki biliylime ve gelismesi iizerine olan etkileri Leshem (Leshem
and Haramaty, 1996) ve Laxalt (Laxalt et al. 1997) gibi birkag Oncii arastirmaci ile
sinirli kalmigtir. Bu aragtirmacilardan sonra NO ve bitki biyolojisi ile ilgili caligmalarin

say1s1 giin gectikce artmistir (Graziano and Lamattina 2005).

Bitkilerde NO sentezinde enzimatik ve enzimatik olmayan baslica iki metabolik yol

oldugu ileri siirtilmiistiir (Sekil 1.2).

Denitrifikasyon

NO
NR

1
NOoy T
P T 3

Karotinoadler |

Arginin + O, + NADPH ) — 7Y
‘ Nitrifikasyon

/ l \.\ NR veya NiR

Demtrifikasyon

| «— NO;
N2 N e
e Kimyasal
\ Asdik pH
~Sitrulin + H,0 + NADP™ Azt
Fiksasyonu
| —
Nitnfikasvon
i i . NHy |
NO, 44— NO<4+—N,0 +« 4

Sekil 1.2. NO’nun bitkilerde muhtemel biyosentez yollar1 (Wojtaszek 2000; Sel¢cukcan
2005).
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Enzimatik yollardan birinde, L-argininin NO ve L-sitruline doniisiimii nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi tarafindan katalizlenmektedir (Sekil 1.2) (Selgukcan 2005). NOS’un
bezelye yapraklarinin kloroplast ve peroksizom matriksinde bulundugu gosterilmistir
(Barroso et al. 1999). Tiitiin, soya fasulyesi, misir, bezelye gibi baz1 bitki tiirlerinde
biyokimyasal, immunolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak NOS aktivitesinin
oldugu rapor edilmistir (Delledonne et al. 1998; Durner and Klessig 1999; Yamasaki
and Sakihama 2000; Del Rio et al. 2004). Ayrica, Cueto vd. (1996) Lupinus albus kok
ve nodiillerinde NOS’a benzer bir enzim aktivitesinin varligini1 da bildirmislerdir. Misir
fidelerinin kok ucu ve geng¢ yapraklarinda 116 kDa’luk NOS’a benzer bir protein
saptanmustir (Ribeiro et al. 1999).

NOS
L- Arginin » L-Sitrullin + NO + 2NADP + 2H,0
2NADP
20,
Ca++

Diger enzimatik yolda ise NO {iretiminin baglica kaynagit NADP(H)’a bagiml1 bir nitrat
rediiktaz (NR) enzimidir (Sekil 1.2). Kofaktor olarak molibden (Mo*™) igeren bu enzim
elektron vericisi NADP(H)’1 kullanarak NOz’den NO iiretimini katalizlemektedir
(Lamattina et al. 2003). Phytophtora infestans mantari ile enfekte olmus patates
tuberlerinde NR aktivitesinin tesvik edildigi gosterilmistir (Yamamoto et al. 2003).
Boylece bitki stres kosullar1 altinda iken aygicegi ve muisir bitkisinde, 1spanak
yapraklarinda NR’a bagli NO {iretiminin artabilecegi ileri siiriilmiistiir (Rockel et al.

2002).

NOy + NADP(H) ——» NR —» NO+NAD*
Mo++

Bitkilerde NO iiretiminin diger enzimatik kaynaklari ksantin oksidorediiktaz (XOR),
peroksidaz, sitokrom P450 ve bazi Fe'" iceren proteinler oldugu ileri siirtilmiistiir.
Ornegin XOR’un bezelye yaprak peroksizomlarinda bulundugu ve bitkilerde haberci

molekiil olarak NO tiretiminde anahtar rol oynadigi gosterilmistir (Corpas et al. 2009).
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Bitki hiicrelerinde 6nemli fizyolojik siire¢lerde yaygin bir sekilde gorev alan peroksidaz
enziminin hem N-hidroksiarginin ve H202’den, hem de hidroksiiire ve H202’den NO
tirettigi rapor edilmistir (Boucher et al. 1992; Huang et al. 2002). Enzimatik olmayan
yolda, NO2, NO ve dihidroaskorbik asiti iiretmek iizere pH 3-6 da askorbik asitle
kimyasal olarak indirgenir. Bu reaksiyonun apoplastik alanlarda ve kloroplastlarda
meydana geldigi ve arpa alevron hiicrelerinde NO’nun bu sekilde sentezlendigi
gosterilmistir (Stohr and Ullrich 2002). Ayrica NO karotenoidler tarafindan NOz’in
1s18a bagimli yolla indirgenmesi ile de olusur (Cooney et al. 1994). Bununla birlikte
NO, bitkilere eksojen olarak uygulanan sodyum nitropurissid (SNP) ve S-nitroso-N-
asetil-penisilamin (SNAP) gibi NO vericilerinden (donérlerinden) enzimatik olmayan
sekilde de ortaya ¢ikar (Leshem 1996). NO, tek basina yliksek konsantrasyonlarda dahi
hiicreleri 6ldiirmeyen toksik olmayan bir molekiildiir (Pryor and Squadrito 1995).
Bununla birlikte aerobik ortamda NO kararli bir molekiil degildir. Derisiminim artmasi
ile oksidasyonu hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derisimi ile kendi 6mrii arasinda ters bir
orantt vardir. NO biyolojik sistemlerde O: ile kuvvetli reaksiyona girdiginde
nitrozonyum iyonu (NO¥), nitroksil anyonu (NO°), nitrit (NO2), nitrat (NO3),
peroksinitrit (ONOQ") gibi “aktif azot oksit tiirleri” meydana gelir. Hiicrede NO aktif
oksijen tiirleriyle (H202, OH’, O2, ONOO' vb.) kimyasal reaksiyona girdiginde ise ya
toksik ya da koruyucu etki gosterir. Ayrica NO ve hiicre i¢i antioksidan sistem
(glutatyon, askorbat, karotinoidler ile antioksidan enzimler) arasinda dolayli bir
koruyucu sinyal iletim yolu da mevcuttur (Beligni and Lamattina 1999; Neill et al.
2003).

NO bitki biiyiime, gelisme ve savunma cevaplarinda yaygin hiicre i¢i ve hiicreler arasi
haberci molekiil oldugu ileri siiriilmiistiir (Leshem 1996). Tiim bitkiye ya da hiicre
kiiltiirtine eksojen NO uygulamalari bu molekiilin bazi fizyolojik ve biyokimyasal
siregleri nasil etkiledigi hakkinda kayda deger bilgiler elde edilmesine olanak
saglamistir. Eksojen olarak uygulanan NO, bitki biiyiime ve gelisiminin gesitli yonlerine
ilave olarak (Ribeiro et al. 1999), patojenlere (Durner and Klessig 1999), 1s18a (Beligni
and Lamattina 1999) ve oksidatif strese (Beligni and Lamattina 1999) kars1 olusturulan

cevaplart etkilemektedir. Ayrica bitkilerde katalaz, askorbat peroksidaz ve akonitaz
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enzim aktivitelerinin diizenlenmesinde, hiicre ¢eperi lignifikasyonunda (Ferrer and Ros
Barcelo 1999), bekgi hiicrelerinde iyon kanallarinin diizenlenmesinde (Garcia Mata et
al. 2003), kloroplast ve mitokondri fonksiyonlarinda (Yamasaki et al. 2001) ve senesens
ve yaralanma sinyalinde (Hung and Kao 2003) NO’nun muhtemel rolleri tespit

edilmistir.

Hidrojen siilfiir (H2S) kizilimsi renkte, ¢iiriik yumurta kokusunda bir gazdir. Polar ve
apolar ¢ozeltilerde ¢oziiniir (Wang 2008; Wang 2012). H»S, siilfiir dioksit siilfat ve
elementer siilfiir ile kolayca oksitlenir. Bu oksitlenme iki basamakta gerceklesir. ilk
olarak tekli iyonize proton hidrojen siilfit anyonuna verilir. Ikinci basamakta protonun
hirojen siilfit anyonundan ayrilir ve siilfit iyonuna verilir. Bu tepkime hidrojen stilfitin
3:1 oraninda bulundugu sulu ¢ozeltilerinde gergeklesir. H™ iyonu suda kalir. HS™ iyonu
ayrilir (Das et al. 1999; Wang 2008; Wang 2012).

HaS & H* + HS’ )
HS & H*'+ 8% ®)

H2S’nin biyolojik sistemlerdeki aktif formu tam olarak bilinmemektedir. Bu yiizden
H2S ve HS™ olarak kabul edilir. Ayrica H2S’den H* iyonu ayrilmasi ve elektron transferi
ile siilfiir radikali (HS) iiretilir. HS: sulu ¢6zeltilerde reaksiyona girerek HS™ formundan
HSSH- formuna doniisiir (Das et al. 1999).

HO" + H2S «> H20 + HS- ©

Onemli bir reaktif siilfiir tiirii olan HS bitkilerde etilen ve NO’dan sonra 3. gaz
halindeki bir sinyal molekiildiir (Li et al. 2011; Mancardi et al. 2009). Cogunlugu
hiicrede iiretilen H>S yiiksek dozlarda ¢ok toksiktir, ¢iinkii sitokrom-c oksidazin (COX)
calismasina engel olur ve sonugta hiicre fonksiyonlarinda oksijen kullanimini engeller
(Mancardi et al. 2009). Bitkilerde bir¢ok pyridoxal 5-fosfata (PLP) dayali D/L-sistein
desulfihidraz (D/L-CDs) enzimleri H2S tiretiminden ana sorumludur (Bloem et al. 2004,

Papenbrock et al. 2007). Diger bir PLP'ye dayali enzim B-siyanoalanin sentaz (CAS),
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sistein ve siyaniti HoS ve B-siyanoalanine gevirerek HoS iiretimine katki saglar (Garcia

et al. 2010). HzS sitotoksik oldugu i¢in sitosoldeki seviyesi tam olarak ayarlanmalidir.

H>S’nin bitkide diisiik dozlarda antioksidan aktiviteyi arttirarak savunma sinyali olarak
gorev yaptigi ileri siiriilmistiir (Zhang et al. 2010a ve b) ve ayrica stoma kapanmasini
saglayarak da koruyucu sinyal rolii oynadigi rapor edilmistir (Garcia-Mata and
Lamattina 2010). Bitkilerde H2S farkli gelisim siireglerinde de arastirilmistir. Bunlarin
basinda kok gelisimi, yan kok gelisimi (Zhang et al. 2009a; Lin et al. 2012) ve tohum
cimlenmesi gelmektedir (Zhang et al. 2008; Wang et al. 2012). Bitki hiicrelerinde H»S
abiyotik strese karsi potansiyel bir antioksidan gibi davranir. Bunu pektin metilesteraz
(PME) enzimi kodlayan genin transkripsiyonunu degistirerek (Wang et al. 2010) veya
antioksidan enzimlerin toplam ve izoenzimatik aktivitelerini degistirerek yapar (Zhang
et al. 2009, 2010a). Bunlar H2S’in bitki stres cevabinda aktif rol aldigini gosterir. Son
caligmalar, bitkilerin H2S donérii sodyum bisiilfit (NaHS) ile 6n uygulamasinin
kuraklik, 1s1, agir metaller ve ozmotik stresler gibi bir dizi abiyotik strese kars1 6nemli
tolerans gosterdigini gostermistir (Christou et al. 2013; Shi et al. 2013; Ali et al. 2014;
Mostofa et al. 2015). H2S'nin stres azaltmadaki olumlu etkileri, antioksidan aktiviteler
ve ROS detoksifikasyon sisteminin modiilasyonu gibi ¢oklu savunma mekanizmalari ile
olan iliskisine baglanmistir (Chen et al. 2011; Mostofa et al. 2015). H.S’in tuz stresine
kars1 bitki toleransini artirmada etkili oldugu, bu etkinin NO ile de saglanabilecegi rapor
edilmistir (Wang et al. 2012). Yukarida verilen bilgilere gére H2S ve NO 6nemli sinyal
molekiilleridir. Bitki gelismesinde hayati 6neme sahip biyo diizenleyiciler arasindadir
ve abiyotik stres cevabinda etkilidirler. Buna ragmen ikisinin tuz stresi toleransindaki
etkileri hakkinda sinirli bir bilgi vardir (Liang et al. 2018; Janicka et al. 2018). NO ve
H2S dondrleri olan SNP ve NaHS nin 6nceden uygulamasiyla kadmiyum toksisitesinin
azaldig1 goriilmiistiir. Bunu lipid peroksidasyonunun ve kadmiyum birikiminin azalmasi
ayrica tohum biiylime inhibisyonunun azalmasi desteklemistir. Caligmalar sadece
kadmiyum stresi uygulanmis bitkiye gore izlenmistir. H2S ve NO’nun abiyotik stres

toleransini iyilestirmede sorumlu oldugu gézlemlenmistir (Li et al. 2011).



15

Tuzluluk problemi sularda ve toprakta var olan ¢esitli ¢6ziinmiis mineral elementlerin
yogunluk artiglarindan kaynaklanir. Toprak ve su tuzlulugundaki artis ise basta toprak
suyunun yarayisliligi olmak iizere ¢imlenme, biiyiime, gelisme ve verim kaybina neden
olmaktadir. Fotosentetik dokularda tuzlulugun artisina baglhh olarak; tilakoid
membranlarda bozulma, grana zarlarinda yigilma, klorofillerde ve pigment
sistemlerinde (PSII gibi) par¢calanma olur (Ashraf and Harris 2004). Tilakoit zarlarda
fotosentetik elektron tasima sisteminin (ETS) aktivitesi yiiksek tuzlulukta diiser (Parida
et al. 2005). Ayrica tuz stresi, baklagil bitkilerde nitrat rediiktaz aktivitesi ve nodiil
olusumu azaltmaktadir (Wahab and Zahran 1981). Tuzlu kosullarda bitkilerin yasamsal
faaliyetlerini devam ettirebilmeleri igin gesitli fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
cevap mekanizmalarina sahip olduklari ileri siiriilmektedir (Gupta and Huang 2014).
Ornegin tuz stresine maruz kalan bitkilerde hiicre i¢i ve dist ozmotik dengeyi
diizenlemek i¢in bu alanlarda genelde molekiiler agirlig: kiiclik olan birtakim ozmolitler
biriktirilir. Bir¢cok bitkide ise tuz stresi kosullarinda prolin, seker ve glisin-betain gibi
metabolitlerin seviyelerinde anlamli artislar belirlenir (Mahajan and Tuteja 2005).
Glisin-betain ile prolin, bitkiler ve birgok organizmada ozmotik regiilasyonda 6nemli rol

oynarlar (Banu et al. 2009).

Topraklarda, yeralt1 ve yer iistli su kaynaklarinda seviyesi giderek artan tuzun bitki
metabolizmasi iizerinde etkilerinin bilinmesi biiyiikk 6nem arz etmektedir. Bu etkilerin
bilinmesi, glinlimiizde ve ileride bitkiler lizerinde tuz sorununun ¢dziimiine 6nemli katki
saglayacaktir. Bitki metabolizmasinin en Onemli yolaklarindan biri azot
metabolizmasidir. Bu yolak icerisinde bitkiye alinan inorganik azot formlar1t (NO3™ ve
NH4"), asimile edilerek organik azot formlarina (amino asitlere) doniistiiriiliir. Amino
asitler ise bagsta protein sentezi olmak {iizere solunum, klorofil ve niikleotid
metabolizmast dahil bir¢ok yolakta ham madde olarak kullanilir. Bu nedenle azot
metabolizmasini inhibe eden bir faktor, neredeyse metabolizmanin tiimiini etkiler ve

bitki yasaminda geri doniisiimsiiz hasarlar olusturur.

Literatiirde tuzun bitkilerde biyokimyasal ve molekiiler silirede iizerine etkilerini

aciklayan ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Tuz stresinin bitkiler iizerine etkisi ile
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ilgili c¢alismalar, diger stresler kadar yogun bir sekilde c¢alisilmaktadir. Ancak,
yaptigimiz arastirmalara gore, tuzun bitkide azot metabolizmasi iizerine etkilerini
aciklayan herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Azot metabolizmasi bitki yasami ve
veriminde en temel biyokimyasal siiregleri igermektedir. Azot metabolizmasinda kiiciik
bir bozulma, protein sentezinden hiicre boliinmesine ve nihayetinde verime kadar biitiin
bitki siireclerini dogrudan veya dolayli olarak etkileyecektir. Bu nedenle, tuz stresine
kars1 bitkide azot metabolizmasinda meydana gelen degismelerin ve tuz stresine karsi

bitki cevabinin bilinmemesi 6nemli bir eksikliktir.

Bugday (Triticum aestivum L.) diinyanin en yaygin yetistirilen tahil tirinlerinden biridir
ve ayrica bitki fizyolojisi ve molekiiler biyoloji arastirmalari i¢in model bir
organizmadir. Bu yiizden mevcut arastirmamizda, farkli derisimlerde tuz (NaCl) stresi
altindaki bugdayin iki varyetesinde NO ve H2S uygulamalarinin azot metabolizmasinda
rol alan enzimler (NR, NiR, GS ve GOGAT) iizerindeki etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda genel streslere toleranslari farkli iki bugday
cesidi (toleransh olarak Dogu-88, duyarli olarak Altindane) kullanilmistir. Boylelikle
genel streslere duyarli ve toleranslhi ¢esitlerin cevaplari da belirlenmis olacaktir. Tuz
stresi uygulanmis fidelerde bahsi gecen azot metabolizmasi enzimlerine ilave olarak her
iki bugday cesidinde fizyolojik parametreler (uzunluk, yas ve kuru agirlik, klorofil,
¢oziinebilir protein ve lipid peroksidasyonu seviyeleri) belirlenmistir. Bu parametreler,
azot metabolizmas1 enzimlerine ilave olarak, bitkide azot metabolizmasiyla dolayl
olarak 1lgili siireclerin degisimi hakkinda bilgi vermesi agisindan 6nemlidir. Calismadan
elde edilen sonuglarin, tuz stresinin azot metabolizmas1 iizerinde etkilerinin
anlagilmasina onemli bir katki yapmakla birlikte literatiire de Onemli bir veri

saglayacagi diistiniilmektedir.



17

2. KAYNAK OZETLERI

En onemli g¢evresel stres ajanlarindan biri olan tuzluluk stresi, kurak ve yar1 kurak
cevrelerde etkisini gdsteren en onemli problemler arasindadir. Ozelliklede zirai
alanlarda etkisini gosteren tuzluluk stresi, toprak tekstiirlinii bozarak bitkilerin verim
kalitesi ve iiriinde ciddi kayiplara yol agmaktadir (Chinnusamy et al. 2005; Deinlein et
al. 2014). Literatiirlerde abiyotik stres faktdrlerinden tuz stresinin bitki gelisimi {izerine
olumsuz etkileri hakkinda ¢ok sayida arastirma mevcuttur. Ozellikle tuz stresinin
bitkide meydana getirdigi metabolik bozukluklar, fizyolojik hasarlar ve iiriin kaybi ile
alakali deneysel veriler bir¢cok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir. Bunlardan

calisma alanimiz i¢in 6nemli olanlar agsagida 6zetlenmistir.

Tuz stresinin bitkiler tizerindeki etkileri; bitkinin ¢esidine, tuza maruz kalma siiresi ve
miktarma gore degismektedir. Bitkiler genotipik farkliliklara bagli olarak tuzluluga
kars1 farklh biiyiime ve gelisme cevaplar verirler (Dajic 2006). Bazi bitkiler tuzluluga
kars1 daha hassas iken, bazilar1 daha dayaniklidir. Tuz stresi altinda bitkilerde asiri
miktarlarda biriken Na* iyonu, K" un alinimin1 engellemekte (Siegel et al. 1980), asir1
CI" ise ozellikle NOs™ alinimi lizerine olumsuz etki yaparak bitkilerde iyon dengesinde
bozulmalara sebep olabilmektedir (Kirkby and Knight 1987; Inal et al. 1995). Tuz
stresine maruz kalan bitkilerin biliylime ve gelismesinde ortaya c¢ikan azalmanin
nedenleri arasinda bitkiler tarafindan mineral besinlerin alinmasi, taginmasi ve
kullanilmasimin engellenmesi gelir. Bir c¢aligmada, sodyum ve potasyum tuzlarinin
salatalik (Cucumis sativus L.) fidelerinin gelisimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla
yapilan bir ¢alismada tuz uygulamasinin ¢imlenme orani ve siiresi, gercek yaprak cikis
zamani, hipokotil ile kotiledon boyu ve kok-siirglin uzunlugu, yapraklarin sayisi ile
sirglin ve kok agirliklarina etkileri aragtirllmistir. Sonug olarak artan tuz (NaCl)
dozlarimin kok ve govde ¢ikist ve fide gelisimine negatif etki yaptigi tespit edilmistir
(Turkmen et al. 2000). Diger bir ¢alismada hidroponik sistemde tuz stresine maruz geng
misir (Zea mays L.) fidelerinde nitrat rediiktaz (NR) aktivitesindeki degisimler
aragtirilmigtir. Tuz uygulamasinin artmasiyla yaprak ve koklerde Na* ve ClI™ iyonlart ile

¢cOziinebilir seker ve amino asit birikimi artmistir. Ayni g¢alismada nitrat igerigi
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yapraklarda azalirken koklerde ise artis gostermistir. Kontrol bitkilerinde yapraklardaki
NR aktivitesi hizlica artmisken, tuz uygulanmis bitkilerde ise diisiis gostermistir
(Abdelbaki et al. 2000). Faustino vd. (2000) ise 12 toleransli, 2 orta tolerant ve 6 adet de
duyarlhh musir (Zea mays) c¢esitleriyle yaptigi c¢alismada, tuz stresine karst misir
bitkilerinin biiylime ve NR aktivitesini incelemistir. Tuza duyarli varyeteler ile toleranth
varyeteler arasinda kok biiylimesi ve NR aktivitesi bakimindan 6nemli farkliliklar
bulunmustur. Ozellikle hassas varyetelerde taze ve kuru agirliklarda azalma meydana
gelmistir. Ayni sekilde NR aktivitesi duyarli varyetelerde diger dayanikli varyetelerden
daha diisiik olmustur. Bu ¢alismalar1 destekleyen baska bir calismada, Turan vd. (2010)
tarafindan tuz uygulamasi sonrast musir bitkisinin biiyiime parametreleri ve iyon
iceriginin degerlendirildigi bir ¢alisma yapilmistir. Dort farkli tuz konsantrasyonu (25,
50, 75 ve 100 mM) uygulanmis bitkiler, 6 hafta sonra hasat edilmistir. Artan tuz
toksitesiyle, kok ve govde uzunlugunda goriilen azalmaya paralel olarak fide kuru
agirliklarinda da diisiis olmustur. Tuz stresi ve stoma etkinliginin arastirildigi bir
calismada, artan miktarlarda uygulanan tuzun, asma bitkisinin bitki hiicrelerini olumsuz
yonde etkileyerek stomalarin hareketini azalttigi belirlenmis ve buna bagli olarak da
fotosentezin azaldigr gozlenmistir. Diger taraftan, tuz stresi ile birlikte bitkide besin
elementi eksiklikleri de ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin Cramer ve Nowak (1992), Mn
konsantrasyonu diisiik bir ortamda yetistirilen ve tuz stresine maruz kalan arpa bitkisi
tizerinde yapmis olduklar1 ¢aligsmada, bitkinin biiylime ve gelismesinin yavasladigini ve
bunun yiliksek tuz miktarina bagl olarak gelisen Mn eksikliginden kaynaklandigini
belirtmislerdir. Benzer bir ¢alismada Na* ve CI" miktarinin artig1 yiiziinden diger iyonlar
yeterince alinamadigi icin bitkilerde mineral madde beslenmesinde dengesizlik
meydana geldigi bulunmustur (Cakirlar ve Topguoglu 1985). Tuz bitkilerde hiicresel
protein igerigini de etkilemektedir. Ornegin, arpa, aycicegi ve celtik gibi monokotil
bitkilerin tuza toleransli genotiplerinde daha fazla ¢6ziinebilir protein icerigi bulundugu
tespit edilmistir (Parvaiz and Satyawati 2008). Tuzluluk kosullarinda domateste yapilan
bir ¢aligmada kdklerde 30, 62, 75 kDa ve yapraklarda 38 ve 46 kDa molekiiler agirlikta
proteinleri tesvik ettigi gézlenmistir (Amini et al. 2007). Tuz stresinde ortamdaki tuzun
dozu da 6nemlidir. Ornegin Triticum aestivum ve Triticum turgidum bugday tiirlerinde
100 mM NaCl uygulamasinda verimin, ekmeklik bugdayda %7, makarnalik bugdayda

ise %38 oraninda azaldigini; 150 mM NaCl uygulamasinda ise verimin ekmeklik
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bugdayda %43, makarnalik bugdayda ise %354 oraninda azaldigini bildirmislerdir
(Munns et al. 2006). Konuyla alakali bir ¢aligmada, tuz stresine maruz birakilan
domates bitkilerinin bazi fizyolojik 6zellikleri ve toplam protein miktar1 iizerine bitki
aktivatoriiniin ~ etkisini  aragtirmiglardir.  Yapilan c¢alismanin sonucunda NaCl
uygulamasinin domates bitkilerinin kok ve gdvde kismindaki biiyiimeyi engelledigi
ortaya konularak ayni zamanda govde yas agirligi ve kuru agirhiginin azaldig: tespit
edilmistir. Bunun yaninda tuz stresine maruz kalan bitki yapraklarindaki oransal su
iceriginde olusan azalmanin bitkinin uzamasini engelledigi ortaya konulmustur (Sekmen
vd. 2005). Bir calismada ise tuz stresine birakilmis 8 musir ¢esidinde prolin, Na ve
klorofil igerikleri arastirilmigtir. Cesitler arasinda c¢alisilan parametreler degiskenlik
gostermekle birlikte kontrolleriyle kiyaslandiginda tiim cesitlerde artan tuzla birlikte
yapraklardaki Na icerigi ve prolin miktarlar1 artmistir. Klorofil miktarlar ise
kontrollerine gore tiim cesitlerde azalma gostermistir. Bununla birlikte yapraklarin nisbi
su igerikleri bakimindan ¢esitler arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir (Molazem et al.
2010). Bunlara ilave olarak, tuzluluk bitkilerde nitrat ve siilfat asimilasyon yolunda yer
alan bir¢ok enzimin aktivitesini degistirir, azot ve kiikiirt gereksinimini artirmaktadir
(Siddiqui et al. 2008). Bugday, piring ve iiziim gibi farkli bitkiler ile yapilan
caligmalarda uygulanan NaCl konsantrasyonunun artigina baglh olarak yapraklardaki
total klorofil miktarinin azaldigr bildirilmektedir (Sivritepe ve Eris 1999; Sairam and
Srivastava 2002; Lutts et al. 1996). Bu verileri destekleyen bazi ¢alismalarda da 6rnegin
bugday, piring, lziim gibi ¢esitli bitkilerde uygulanan NaCl konsantrasyonu artigina
bagli olarak yapraklardaki total klorofil miktarinin azaldig: bildirilmektedir (Sivritepe
ve Eris 1999; Sairam and Srivastava 2002; Lutts et al. 1996). Yukarida 6zetlenen
caligmalara gore tuz stresi bitkilerde gerek fizyolojik gerekse metabolik siirecleri
olumsuz etkileyerek bitki biiylime ve gelismesini azalltigi goriilmektedir. Bu etkide
ozellikle Na iyonunun toksik etkisi ve tuzun hiicrelerde ortaya ¢ikardigi ozmotik

dengesizlik 6ne ¢ikmaktadir.

Bitki kokleri gesitli tasiyicilar kullanarak topraktan nitrat (NO3’), amonyum (NHs") ve
diger besin maddelerini absorbe eder. Ornegin, AMT protein ailesi iiyeleri NHy'i tasir

ve NRT protein ailesi iiyeleri ise NO3z™ i tasir. NO3", NR enzimi ile nitrite, daha sonra da
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NiR ile NHs"e indirgenir. Hem NOs indirgenmesinden elde edilen hem de toprak
kaynakli NHs4, amino asit sentezi i¢in glutamin sentetaz (GS) ve glutamat sentaz (Fd-
GOGAT ve NADH-GOGAT) veya alternatif glutamat dehidrojenaz (GDH) yolu asimile
edilir. Bir calismada tuz stresinin azot metabolizmasi iizerinde yash yapraklarda, geng
yapraklarda oldugundan daha giiclii bir etkisi oldugunu gostermistir. Tuz stresi altinda
yasli yapraklar, gen¢ yapraklardan daha yliksek oranda serbest NO3™ igerigi sergilemistir
(Wang et al. 2012). Tuzluluk, NR aktivitesini 6énemli o6l¢iide azaltmis ve NR'deki en
yiiksek azalma, en yiiksek tuzluluk seviyesi altinda kaydedilmistir. Ancak ayni
calismada salisilik asit (SA) uygulanmasina verilen yanit, ¢esitli tuzluluk seviyelerinde
anlamli olarak farkli bulunmustur. 100 mg L SA diizeyi, mung bean fasulyesinde NR
aktivitesinin iyilestirilmesinde en etkili oldugu belirlenmistir. En yiiksek tuzluluk
seviyesinde, SA uygulamasi NR aktivitesini istenen seviyeye yiikseltemedigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte, toleransli mung bean cesitleri, toleransli olmayanlardan
daha yiiksek NR aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Caligmada NiR aktivitesi de
tuzluluktaki artisla azalmis ve en yiiksek tuzluluk seviyesindeki minimum olurken, en
yiiksek NiR aktivitesi normal sartlar altinda yetisen bitkilerde kaydedilmistir. SA'nin
foliar uygulamasi, NiR aktivitesini 6nemli 6l¢iide artirmistir (Akhtar et al. 2013). NaCl
uygulamasi, mas fasulyesi (Vigna radiata L.) yapragi, kokii ve nodiiliinde toplam azot
iceriginde yaklasik %52, %50 ve %55 azalma saglamistir. Nodiilde, nitrojenaz
aktivitesi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, stres altinda yaklasik %84 oraninda
azaltilmistir. GS aktivitesi de sirayla yaklasik %31, %16 ve %23 azalmistir. Glutamat
oksanotarat aminotransferaz aktivitesi de ayni dokularda %78, %57 ve %42 diigmiistiir.
NaCl tuzlulugu altinda metabolik bozukluklarin iyilestirilmesinde her biri 0.1 ila 10 uM
arasinda degisen indol-3-asetik asit (IAA), gibberellik asit (GA3) ve kinetin (K) ile 6n
muamele, mas fasulyesinde tuzun olumsuz etkisini yatistirabilmistir (Chakrabarti and
Mukherji  2003). Yukarida Ozetlenen c¢alismalar tuz stresinin bitkide azot
metabolizmasinda rol alan NR, NiR, GS ve GOGAT enzimlerin aktivitesini diisiirdiigii

ve bu diisiise paralel olarak bitkide biiyiime ve gelismenin azaldig1 ortaya konmustur.

Hidrojen siilfit (H2S), genel olarak bitki biiylimesi ve gelismesi iizerinde zararli etkileri

olan bir fitotoksin olarak kabul edilir. Son yillarda, bitkilerde NO ve karbon monoksit
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(CO)'ye benzer fizyolojik etkilere sebep olan potansiyel bir sinyal molekiilii olarak
yeniden tanimlanmistir (Chen et al. 2016). Bitkilere uygulanan NaHS (sodyum
hidrosiilfit) hiicre 6zsuyunda ¢oziiniir, HS™ ve Na* iiretmek i¢in ayrisir ve sonra HS
ortamdan 1 proton (H") alarak H2S olusmasina neden olur (Lin et al. 2012). Domates ile
yapilan bir ¢alismada, 100 uM NaHS (H2S donérii olarak) uygulamasi, bitki boyu,
stirgiin taze ve kuru agirligi, kok uzunlugu, endojen HsS icerigi ve L-sistein desiilfhidraz
aktivitelerini anlamli bir sekilde artirmistir. Baka bir ¢alismada ise NaHS, siiperoksit
dismutaz (SOD), peroksidaz (POD), katalaz (CAT) aktivitelerinin artistyla birlikte
reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) birikiminde ve lipit peroksidasyonunda (LPO) diisiise
neden olmustur. Ayrica, NaHS uygulamasi nitrik oksit (NO) ve toplam S-
nitrosotiyollerin (SNO) igerigini, NR aktivitelerini stimiile etmistir (Guo et al. 2018).
Bu konuda yapilan bir ¢alismada, bugday (Triticum aestivum L.) ¢imlenmesi esnasinda
H2S dondrii olarak kullanilan NaHS, tuz stresine maruz bugdaylarda, katalaz (CAT),
guaiacol peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX) aktiviteleri ile malondialdehit
(MDA) seviyesini diisiirerek oksidatif hasardan korumada 6nemli bir rol oynamistir (Ye
et al. 2015). Tuza duyarli bir bugday ¢esidi (Deng et al. 2016) ve piring fideleriyle
yapilan (Mostofa et al. 2015) ayr1 ayn iki ¢alismada, eksojen H2S'in fide biiylimesi
tizerindeki etkisi ile birlikte Na ve K transportu arastirilmistir. Sonuglar, bir H2S donérii
olan 0.05 mM sodyum hidrosiilfit (NaHS) ile 6n muamelenin, 12 saat boyunca, 100 mM
NaCl altinda bugday fidelerinin biiylime inhibisyonunu o6nemli Olciide azalttigini
gostermistir. Ek olarak, NaHS ile 6n muamele Na konsantrasyonu ve Na/K oranini da
diistirmistiir. Bu sonuglara gore eksojen HoS'min diisiik bir Na igerigi saglayarak
biliyiime inhibisyonunu hafiflettii ileri siiriilmiistiir. Farli bir ¢aligmada, bugday
tohumlarinin ¢imlenmesi sirasinda tuzluluk stresinin yatistiritlmasi i¢in H2S'in roliin
arastirilmistir. HoS donérii olarak NaHS ile yapilan 6n muamele, tuzluluk stresinin
bugday cimlenmesi iizerindeki inhibe edici etkisini Onemli Olciide azaltabildigi
belirlenmigtir. Ayrica NaHS ile 6n isleme tabi tutulmus tohumlar, kontroliinden daha
yiiksek amilaz ve esteraz aktiviteleri sergilemistir. NaHS 6n muamelesi, katalaz (CAT),
guaakol peroksidaz (POD) ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitelerini farkli sekilde
uyarmig, NaCl etkisiyle fidelerin kok uclarinda azalan plazma zari biitlinligiinii
tyilestirmistir. Calismada H>S'nin ¢imlenen bugday tohumlarinda tuzluluk stresi ile

indiiklenen oksidatif hasardan korumada onemli bir rol oynadig1 sonucuna varilmistir
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(Ye et al. 2015). H>S’nin farkli abiyotik streslerde koruyucu rolii iizerinde ¢alismalar da
bulunmaktadir. Ornegin H,S'min Cd toksisitesi iizerindeki etkileri Populus euphratica
hiicrelerinde floresans goriintiileme teknigi ve non-invaziv titresimli iyon secici bir
mikroelektrot kullanilarak incelenmistir. H2S donérii sodyum hidrosiilfit (NaHS) ile
yapilan 6n muamele, P. euphratica hiicrelerinde Cd kaynakli programlanmis hiicre
Olimiinii 6nemli Olglide azaltmistir. NaHS'nin hafifletici etkisi, diisik (25 uM) ve
yiiksek dozlara (200 uM) kiyasla, 50 ve 100 uM'de daha belirgin olmustur. Cd stresi
altinda, APX, CAT ve glutatyon rediiktaz (GPX) gibi antioksidan enzimlerin toplam
aktiviteleri, NaHS ile muamele edilmis hiicrelerde 6nemli 6l¢tide artmis, H2O» birikimi
ve LPO seviyesinin diismesine yol agmistir. Ustelik NaHS, sitoplazmada Cd birikimini
azaltmistir, fakat vakoulda Cd'nin oranini artirmistir. NaHS, vakoul i¢ine Cd akisini
artirmis ve Cd akisi, tonoplast iizerindeki pH gradyanlarina bagli olmustur. Bu sonuglar
H>S'nin antioksidan sistemi indiikleyerek ve hiicresel Cd homeostazinin gelistirerek Cd
toksisitesini hafiflettigini gostermektedir. Antioksidan enzimlerin H»S tarafindan
diizenlenmesi, H>O> birikimini azaltmis ve bu nedenle H2O: ile aktive olan plazma zar1
kalsiyum kanallarmdan Cd akisini azaltilmistir (Sun et al. 2013). ilging bir ¢alismada
HoS'nin hasat edilmis siis bitkileri tiirlerinde ¢igek senesensi tizerindeki etkileri
calisilmistir. H2S'nin Erigeron annuus (L.), Euonymus maackii Rupr., Hibiscus syriacus
(L)'den hasat edilen c¢icek ve dallarda cicek agilmasini ve yaslanmayi (senesensi)
geciktirdigi  belirlenmistir.  LPO  seviyeleri, eksplantlardaki  endojen  H>2S
konsantrasyonuyla ters iligkili oldugu goriilmiistiir. Senesense ugrayan cicekler daha
yiiksek LPO seviyeleri ve daha az miktarda H.S goéstermistir. Ayrica, H2S uygulamasi
CAT, SOD, APX ve POD aktivitelerini yiikseltmis ve E. annuus explant ve
yapraklarinda kesilen ¢igeklerde ¢ok daha diisiik seviyelerde H2O2 ve Oz~ saglamistir.
Bu ¢alisma, HoS'nin hasat edilen gigeklerin dmiir uzunlugunu artirmada rol oynadigini
ve bitkilerde antioksidan enzimlerin aktiviteleri iizerindeki stimiile edici islevlerini
gostermektedir (Zhang et al. 2011). H>S'min etilen hormonu diizeyi ile iligkilerini
belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada ise lazer taramali konfokal mikroskobik
(LSCM) ve spektrofotografik yaklasimlar ile Vicia faba L.'de, 1s1k altinda doza baglh tek
basina etilen uygulamasi stomalarin kapanmasina neden olmustur. Ancak stoma

kapanmas1 H2S biyosentezi inhibitorleri tarafindan bloke edilmistir. Ayrica etilen, H2S
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olusumunu indiikklemis ve yapraklarda L-D-sistein desiilthidraz (piridoksalfosfat
bagimli enzim) aktivitesini artirmistir. Calismada H>S ve NO'nun muhtemelen etilen
kaynakli stoma kapanmasinin sinyal iletim yolunda yer aldiklar1 sonucuna varilmistir
(Jing et al. 2012). Bitki hiicrelerinde 2 tane sistein desiilfihidraz (CD) enzimi (L-sistein
desiilfihidraz ve D-sistein desiilfihidraz) H2S'nin iiretilmesi i¢in esas olarak sisteinin
katabolizmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir. Bir ¢alisma, bu genlerin ekspresyon
diizenlemesini ve bunlarin Arabidopsis'teki kuraklik tolerans1 ile iliskilerini
arastirmistir. ilk olarak, Arabidopsis'te CD'lerin ekspresyon paterni arastirilmistir.
CD'lerin ekspresyon seviyeleri yasa bagli olarak kademeli olarak artmistir. CD'lerin
ekspresyonu koklerde ve gercek yapraklarda; koklerden, rozet yapraklarindan ve
ciceklerden 6nemli 6lciide yiiksek cikmustir. Ikinci olarak H,S'min kurakliga karsi
koruyucu etkisi degerlendirilmistir. CD'lerin ekspresyon paterni, dehidrasyon tarafindan
indiiklenen kurakliga bagli genlere ¢ok benzedigi goriilmiis ve HoS fumigasyonunun,
kuraklikla iligkili genlerin ekspresyonunu daha da uyardigi bulunmustur. Kuraklik,
onemli Olciide, yeniden sulama ile tersine cevrilmis bir siirecte H2S iiretimini de
artirmigtir. Ek olarak, NaHS (H2S donorii) uygulamasindan sonra fideler daha ytiksek
hayatta kalma oran1 gosterdi ve kontrole kiyasla stoma ag¢ikliginin boyutunda énemli bir
azalma goOstermistir. Bu bulgular, H>S'nin Arabidopsis'teki kuraklik direncini
arttirdigina dair kanitlar sunmustur (Jin et al. 2011). Ozmotik stres altinda tatli patates
(Ipomoea batatas) fide yapraklarinda, bir hidrojen siilfiir (H2S) donérii olan NaHS'nin
klorofil ve antioksidan metabolizmasi iizerindeki etkisi incelenmistir. PEG-6000
tarafindan taklit edilen ozmotik stresin artmasiyla, tath patates fidesi yapraklarindaki
klorofil ¢arpici bigimde azalmistir. %15 PEG'de klorofil konsantrasyonu, kontrollere
kiyasla sadece %50'ye ulasmistir. Klorofil konsantrasyonundaki ozmotik kaynakli
azalma, eksojen H>S dondrii NaHS'nin doza bagli bir sekilde piiskiirtiilmesiyle
hafifletilebilirken, kontrol kosullar1 altinda NaHS ile piiskiirtiilen yapraklarda ¢ok az
belirgin semptom goézlenmistir. Ayrica ¢alismada, NaHS spreylemesinin, siiperoksit
dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz aktivitelerini 6nemli o6l¢iide artirdigini ve
lipoksijenaz ve hidrojen peroksit (H202) ve MDA konsantrasyonlarini azalttigini
gostermistir. Bu veriler, H2S'min ozmotik stres sirasinda tatli patates fidelerinde

koruyucu bir rol oynadigmmi gostermistir. Bu ¢aligmalara ilave olarak H»2S
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uygulamasimin yiiksek sicaklik, bakir ve alimiinyum streslerinde de koruyu rolii

gosterilmistir (Zhang et al. 2008; Zheng et al. 2010; Dawood et al. 2012).

Nitrik oksit (NO), bitkilerde farkli fizyolojik fonksiyonlari olan onemli bir sinyal
molekiiliidiir. Cimlenmeden baslayarak c¢iceklenmeye, meyvenin olgunlasmasina ve
organlarin yaslanmasina kadar, bitki bliylimesinde ve gelisiminde ¢ok onemli bir rol
oynadigi ileri sliriilmiistiir. NO, bitki hiicrelerinde hem yararli hem de zararli etkileri
tetikleyebilir. Bu ikili rol muhtemelen, sentez hizinin, translokasyonun, onun iiretim
etkililiginin yan1 sira diger molekiiller ve sinyal bilesiklerle dogrudan etkilesime girme
yeteneginin bir etkisi olarak lokal NO konsantrasyonuna baglidir. NO, hiicrelerde gegis
metalleriyle, Ozellikle demir siilfiir protein merkezleriyle kolayca reaksiyona girer.
Ayrica, elektrofilik reaktif olarak katyon formu, sayisiz organik bilesigin kiikiirt, demir,
azot ve karbon merkezlerine saldirabilir (Arasimowicz et al. 2007). Literatiirde NO’nun
bitkilerde sentezlenebildigi ve oOzellikle stres kosullarinda bir sinyal bilesik rolii
tistlenerek bitkiyi strese karst korumada etkili olduguna dair pek c¢ok caligmalar
bulunmaktadir. Bu caligmalar icerisinde caligmamizla ilgili olanlar asagida kisaca
Ozetlenmigstir. NO’nun, stres kosullarinda bitki hiicrelerinde icsel olarak arttigmma dair
bazi ¢aligmalar mevcuttur. Tuzluluk stresi altinda Arabidopsis peroksizomlarinda igsel
olarak NO miktarinin arttig1 belirlenmistir (Corpas et al. 2009). Kuraklik stresi altindaki
bezelye, bugday ve tiitiinde de igsel NO iiretiminin arttig1 rapor edilmistir (Leshem and
Haramaty 1996; Gould et al. 2003; Kolbert et al. 2005). Carlos ve Lorenza (2001),
oksidatif stres kosullar1 altinda bugday bitkisiyle yaptiklar1 ¢galismada NO dondrii olan
SNP etkisini arastirmiglardir. Kuraklia maruz birakilan bugdaya 150 uM SNP
uygulanmis ve 1 haftanin sonunda bugday yapraklarinda SNP etkisinin hala devam
ettigini belirlemiglerdir. Caligmada SNP uygulamasinin yapraklardaki transpirasyon
oranint %20 oraninda azalttig1 goriilmiistiir. Bilindigi gibi tuzluluk stresi nedeniyle
hiicresel diizeyde meydana gelen hasarin ¢ogu, ROS kaynakli oksidatif hasar ile
iligkilidir. Bitkilerin oksidatif hasardan korunmak i¢in ¢ok ¢esitli savunma stratejilerine
sahip olduklar1 goriilmektedir. Bununla birlikte, bitkilerin tuz stresine toleransina
NO’nun etkisi hakkinda daha az sey bilinmektedir. NO dondrii olan eksojen SNP tuz
stresi altindaki piring fidesinde (Uchida et al. 2002), acibaklada (Kopyra and Gwozdz
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2003) ve salatalikta oksidatif hasar1 dnemli dl¢iide azaltarak (Fan et al. 2007; Yu-ging et
al. 2007) fidelerin biiyiimesini arttirmistir (Song et al. 2009). Ayrica musir ve
Kosteletzkya virginica fidanlarinin kuru agirligini da arttirmistir (Zhang et al. 2006; Guo
et al. 2009). NO 6n uygulamasi, tuz stresi altindaki bitkilerde toplam ¢6ziinebilir protein
icerigini ve endopeptidaz ve karboksipeptidaz aktivitelerini artirarak karbon ve azot
metabolizmasi arasinda daha iyi bir dengeye katkida bulunmustur (Zheng et al. 2010).
Diger yapilan bir ¢alismada eksojen NO uygulamasi bugday yapraklar1 ve fidelerinin
kuraklik toleransimi artirdigr gosterilmistir. NO birikiminin, ABA'nin stomanin
kapanmasi sirasinda Vicia faba stomalarinda da gerekli oldugu kanitlanmustir.
Calismada NO ile birlikte strese bagli ABA birikiminin Arabidopsis'te stoma
kapanmasina eslik eden H2O> sentezine bagl oldugu ileri siiriilmiistiir (Arasimowicz et
al. 2007). NO ayrica yiiksek ve diisiik sicaklik stresine kars1 bitki cevaplarina da katilir.
Ormnegin, yiiksek sicaklik adi yonca hiicrelerinde NO sentezinde bir artisa yol agarken,
eksojen NO'nun uygulanmasi domates, bugday ve misirda soguk toleransini artirmistir.
Muhtemelen gozlenen etkiler, termal stresteki peroksidatif metabolizmanin artmasindan
kaynaklanan olumsuz etkileri diisiiren NO'nun antioksidan etkisiyle iliskilidir. Benzer
olarak tuzluluk stresinde piring fidelerine SNP uygulamasi, tuz etkisiyle olusan
kayiplarin en aza diismesine neden olmustur. Bu durumda NO uygulamasindan sonra,
bitkilerin daha giiglii bir sekilde biiyiimesi, PSII aktivitesinin artistyla birlikte,
antioksidan enzimatik aktivitede bir artis ve spesifik olarak tuzluluk stresi direng
genlerinin ekspresyonu gdzlenmistir. Ote yandan, uzun siireli stres kosullari, NO ve
NO'den tiiretilmis reaktif iirtinlerin asir1 iiretilmesine neden olabilir ve bu da nitrosatif
stres olarak bilinen bir dizi spesifik yanitlara yol acabilir. Son zamanlarda, zeytin
yapraklarinda tuzluluk stresinin, reaktif azot tiirleri (RNS) {iretimini, yani NO, GSNO
ve RSNO iiretimini indiikledigini ve bunun sonucunda, iyi nitrozatif stres markerleri
olan tirozin icerikli proteinlerde bir artisa neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Arasimowicz

et al. 2007).

Cimlenme asamasinda yapilan g¢alismalarda da NO uygulamasinin stres toleransini
artirdigini gosteren bazi alismalar bulunmaktadir. Ornegin bugdayin tohum ¢imlenmesi

sirasinda eksojen NO etkisi; nisasta parcalanmasi, mitokondride oksidasyon ve K+/Na+
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birikimi tlizerine etkileri yiiksek tuzluluk seviyelerinde incelenmistir. Kishk bugday
tohumlari (Triticum aestivum L., cv. Huaimai 17), 300 mM NaCl altinda ¢imlenmeden
hemen once 20 saat boyunca 0.1 mM SNP ile 6n 1slatmaya tabi tutulmustur. Calismada
300 mM NaCl'de, dissal NO, ¢imlenme oranini, koleoptil ve kok agirligini artirmais,
fakat tohum besi doku agirligin1 azaltmistir. Eksojen NO ayrica, tohum solunum hizini
ve ATP sentezini artirmistir. Ek olarak, tohum nisasta igerigi azalirken, ¢oziiniir
sekerlerin icerigi ve amilaz aktivitesi yiikselmistir. Bundan bagka, eksojen NO, SOD ve
CAT, MDA ve H20; igerigini ve mitokondride siliperoksit anyonlarin (O2”) oranini
disiirmiistiir. Eksojen NO ayrica igsel Nat iyonu konsantrasyonunu diisiiriirken,
tohumlardaki K+ konsantrasyonunu artirmistir. Bu bulgulara gére, NO uygulamasi tuz
stresi altinda ¢imlenme sirasinda K+ ve Na+ arasinda bir denge saglamistir. Caligsmada
eksojen NO muamelesinin, tuzlu kosullar altinda bugday tohumlar1 ¢imlenmesini ve
fide olusumunu iyilestirmek i¢in iyi bir se¢enek olabilecegi ileri siirlilmiistiir (Zheng et
al. 2009). Benzer bir ¢alismada ise 200 mM NaCl stresi altindaki kamis (Phragmites
communis) kalluslarinda, SNP uygulamasi, plazma membram1 H+-ATPaz
ekspresyonunu uyarmistir. Yine aycicegi fidelerinde, NO'nin tuzluluk kosullar1 altinda
fidelerde Na/K orani, koklerde 4 kat artmig ve Na hizl1 bir sekilde kotiledonlara taginmis
ve bu oranla birlikte bir artis gostermistir. Literatiirde NO uygulamasinin tuz stresi
kosularinda bitki biiyiime ve gelismesini artirdigini gosteren baska calismalar da
bulunmaktadir. Ornegin, NO 6n uygulamasinin hiicrelerde karbon ve azot
metabolizmasi arasinda daha i1yi bir dengeye katkida bulundugu ileri siirtilmiistiir
(Zheng et al. 2010). Son yillarda yapilan bir ¢alismada, yiiksek tuzlulugun, Nicotiana
tabacum yapraklarinda H2S ve NO sinyal molekiillerinin endojen seviyeleri tizerindeki
etkisine ve bunlarin abiyotik stres esnasinda biyokimyasal cevap mekanizmalar {izerine
odaklanmustir. NaCl uygulamasi, H>S ve NO seviyelerinin anlamli bir sekilde artmasina
neden olmustur. Bu artig, L-sistein ve L-argininin yiikselmesi ve L-sistein desiilfhidraz,
siyanoalanin sentaz, sistein sentaz, nitrat rediiktaz ve arginazin indiiksiyonunu, H2S
veya NO'nun biyosentezinde yer aldig1 bilinen enzim aktivitelerindeki artisla iliskiliydi.
Ilave olarak stresli bitkilerde kontrol grubuna gore daha diisiik stoma iletkenligi
gozlenmis ve antioksidan enzimlerin yiiksek aktivitesi ve tuz stresi sonrasi yiiksek
glutatyon oksidasyon orani azalmistir. Bu nedenle, NO ve H2S seviyelerinde artis ve

bunlarin etkilesimi, metabolik ve fizyolojik degisikliklerle birlikte asir1 tuzluluk
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kosullarinda tiitiiniin hayatta kalmasina katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir (Da Silva et

al. 2017).

NO ve HaS etkisini bitki biiylime ve gelismesinde onemi ve stres kosullarinda koruyucu
rolleri yukarida ayrintili olarak ifade edilmistir. Ancak yapilan dikkatli literatiir
incelemelerimize gore, ekzojen NO ve H2S uygulamalarinin tuzluluk stresi altindaki
bitkilerde azot metabolizmasi tizerine etkilerini agiklayan herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Azot metabolizmasi bitki yasami ve veriminde en temel
biyokimyasal siire¢leri icermektedir. Azot metabolizmasinda kii¢iik bir bozulma, protein
sentezinden hiicre boliinmesine ve nihayetinde verime kadar biitiin bitki proseslerini
dogrudan veya dolayli olarak etkileyecektir. Bu nedenle, NO ve H»S etkisiyle tuz
stresine kars1 bitkide azot metabolizmasinda meydana gelen degismelerin ve bitki
cevabinin bilinmemesi 6nemli bir eksikliktir. Diger canlilarda oldugu gibi bitkiler i¢in
de en dnemli elementlerin basinda gelen azot (N), bitkiler tarafindan topraktan NO3™ ve
NH4" formlarinda alinir. Azot kaynagi olarak kullanilan NOs  eksikliginde bitki
biiyiimesi sinirlanir. NO3™ bitkiye alindiktan sonra dogrudan organik madde yapisina
katilamaz. NO3’{in asimilasyonu ig¢in NHs"’e indirgenmesi ve sonra asimile edilerek
organik madde yapisina katilmasi gerekir. NOs’lin asimilasyonunda 4 énemli enzim rol
alir. Bunlar; Nitrat Rediiktaz (NR), Nitrit Rediiktaz (NiR), Glutamin Sentaz (GS) ve
Glutamat Sentaz (GOGAT) enzimleridir. Bu enzimlerin aktivitelerindeki degismeleri
izleyerek bitkide azot asimilasyonunun mevcut durumu belirlenebilir (Sangwan et al.
2014) ve stres esnasinda azot metabolizmasi enzimlerinin aktivitelerinin diizenlenmesi

stres hasarinin azaltilmasina 6nemli katk: yapabilir.



3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cimlenme kabini (Inkiibatér)
Calkalayici

Otoklav

Dijital hassas terazi

Iklim kabini

Sogutucu

Derin dondurucu (-30 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Tip Karistirici

Manyetik karistirict

Masa santrifiijii

Sogutmali masa santrifiijii
Otomatik pipetler

pH metre

Sicak su banyosu
UV-visible spektrofotometre
Multiskan spektrofotometre
Vortex tiip karistiric

Kuru blok inkiibator

3.2. Kullanilan Cozeltiler
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: Memmert, Germany, INBE, 410 1583
: Gallenkamp

: Hirayama, Japan, HVE 50

: Shimadzu, Japan, AY?220

: Jeno Tech, Giiney Kore

: Arcelik

: Argelik

: Nuaire

: Fisons Whirlimixer

: Chiltern HS31

: Hettich EBA 21, Germany

: Hettich Micro 22 R, Germany

: Axigen, Ependhof

: WTW unilab

: Wise-Hot Bath

: Shimadzu, Japan, UVmini—1240
: Multiscan Go

: IKA, USA, MS2

: Allsheng

Aragtirma siiresi i¢inde kullanilan ¢dzeltilerin kullanim yerleri ile hazirlanis bigimleri

asagida sunulmugtur. Kullanilan kimyasallar, Sigma, Merck ve Fluka sirketlerinden

temin edilmistir.
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3.2.1. Toplam c¢oziinebilir protein tayini icin gerekli ¢ozeltiler

1. KH2PO4 (0.1 M; pH 6.75): 4.35 gr KH2PO4 200 mL saf suda ¢6ziinmiis, IN HCI
kullanilarak pH 6.75'¢ ayarlandiktan sonra, son hacim 250 mL’ye tamamlanmustir.

2. BCA reaktifi: 15 mL Bicionchonic asit 0.3 mL CuSOaile karistirilir.

3.2.2. Malondialdehid (MDA) él¢iimii (lipid peroksidasyonu) ¢ozeltileri

1. TCA-trikloroasetik asit (%5): 80 mL saf su igerisine 5 gr TCA ilave edilerek ¢oziiniir
ve son hacim 100 mL’ye tamamlanir.

2. TBA Reaktifi: %20 TCA iginde %0.5’lik TBA-tiobarbutirik asit (Lipid
peroksidasyonu reaksiyon ¢ozeltisi): 80 mL saf su i¢cinde 20 gr TCA ¢oziiliir ve daha
sonra igerisine 1 gr TBA ilave edilerek iyice ¢oziinmesi saglanir ve son hacim 100

mL’ye tamamlanir.

3.2.3. Nitrat Rediiktaz (NR) ve Nitrit Rediiktaz (NiR) aktivitesi icin ¢ozeltiler

1. Homojenat tamponu (50 mM; 2 mL; pH: 7.5): 3 mM EDTA, %1(w/v) BSA, 5 mM
sistein ve %0.1 PVP. 2.738 gr KH2PO4 yaklasik 300 mL saf su igerisinde ¢oziilmiistiir.
0.35 gr EDTA, 4 gr BSA, 0.4 gr PVP. Daha sonra igerisine 0.24 gr sistein ilave edilerek
karistirilmis ve pH:7.5 olarak ayarlanmistir. Son hacim 400 mL’ye tamamlanmustir.

2. 25 mM KH2POg4, pH: 7.5; 200 mM NaNOs, (NR aktivitesi i¢in kullanilan: 0.68 gr
KH2PO4 yaklasik 150 mL saf suda ¢oziilmistiir ve 3.4 gr NaNOs ilave edilerek pH:7.4
olarak ayarlanmigtir. Daha sonra son hacim 200 mL’ye tamamlanmistir. 2 mM NADH
NR aktivetisi i¢in; 0.07 gr NADH 40 mL saf suda ¢éziinmiistiir ve son hacim 50 mL’ye
tamamlanmigtir. 100 uL 1M zinc sulfate, 7.2 gr ¢inko siilfat 20 mL saf su icerisinde
¢cOziinmiistiir ve son hacim 25 mL’ye tamamlanmigtir. NiR aktivitesinde kullanilan
cozeltiler: KH2POs (0.5 M; pH 7.4; 1.5 mL), 100 uL NaNO2 (15 mM), 200 puL
metilviolet (5 mM) ve 200 uL 190 mM sodyum bikarbonat (86 mM sodyum dithionit
igerir). 10.2675 gr KH2PO4 100 mL saf suda ¢ozdiikten sonra pH: 7.4 olarak ayarlanmis

ve son hacim 150 mL’ye tamamlanmigtir. 0.015 gr NaNO2 10 mL saf suda ¢oziinmiistiir
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ve daha sonra 15 mL’ye tamamlanmistir. 0.038 gr metilviolet 20 mL saf su icerisinde
¢cOziinmiistiir ve 30 mL’ye tamamlanmistir. 10 mL saf su igerisinde 0.235 gr sodyum
bikarbonat ¢oziinmiistiir ve 15 mL’ye tamamlanmistir. Bundan 10 mL alinmis ve
igcerisinde (10 M) 0.224 gr sodyum dityonit ¢6zulmiistiir ve son hacim ilk hazirlanan (10
mL: 0.235 gr) sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile 15 mL’ye tamamlanmustir.

3. NR ve NiR aktivitesi i¢in: %1 siilfanilamid (1 mL;1.5 M HCI igerisinde hazirlanmas).
%0.02 N-(1-Naftif etilenediamin dihidrokloriir( NED-HCI)(1.5 M HCL iginde
hazirlanmig). 20 mL HCI 100 mL saf su {izerine dokiilmiistiir ve 2 gr siilfanilamid
eklenmistir. Son hacim 150 mL’ye tamamlanmigstir. 20 mL HCI 100 mL saf su iizerine
dokiilmustir ve igerisine 0.04 gr NED ilave edilmistir. Son hacim 150 mL’ye

tamamlanmustir.

3.2.4. Glutamin sentaz (GS) aktivitesi olciimii i¢cin ¢ozeltiler

1. Ekstraksiyon Cozeltisi (250 mL i¢in): 6 gr HEPES alinir yaklasik 200 mL saf suda
¢Ozliniir ve tizerine 0.19 gr DTT, 0.07 gr EDTA, 18 puL 2-Merkaptoetanol ve 0.24 gr
MgCl; ilave edilir. Karisim iyice ¢6ziindiikten sonra pH’s1 7.6’ya ayarlanir. Son olarak
hacmi saf su ile 250 mL yapilir.

2. Reaksiyon Karisimi (100 mL icin): 12.15 gr TRIS-HCI almnir ve yaklasik 80 mL saf

suda ¢Oziiniir, ¢ozelti karistirilirken {lizerine yavas yavas 0.5 gr ATP, 0.24 gr sistein,

0.96 gr MgS0s, 0.55 gr hidroksilamin hidrokloriir (NH2OH-HCI) ve 0.95 gr Glutamat
ilave edilir ve pH’s1 7.6’ya ayarlanir. Son olarak ¢6zeltinin hacmi 100 mL yapilir.

3. %10’luk FeCls Reaktifi (80 mL i¢in): Bunun i¢in ay1 ayri 2 ¢6zelti hazirlanir.

(A) 12 gr FeClz alinir ve yaklasik 30 mL 0.2 M HCI i¢inde ¢6ziiniir ve son hacmi 40
mL’ye tamamlanir. (B) 14.4 gr TCA alinir ve yaklasik 30 mL saf su i¢inde ¢oziiniir ve
son hacmi 40 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan bu iki ¢ozelti yavas yavas sirayla

karisgtirilir, yani (A+B = 80 mL)
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3.2.5. Glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesi cozeltileri

1. Ekstraksiyon Cozeltisi (100 mL i¢in): 1.19 gr HEPES yaklagik 70 mL saf suda
¢oziinlir. Bunun tizerine, 0.015 gr DTT, 0.037 gr Na-EDTA, 0.11 gr KCI, 0.1 gr PVP ve
son olarak 0.0174 gr PMSF, ilave edilir. Sonra ¢6zeltinin pH’s1 7.6 ya ayarlanir ve son
hacmi 100 mL yapilir. Bu ¢6zeltiye PMSF en son katilir. PMSF katildiktan sonra ¢ozelti
giinliik kullanilir. Direk 1s1ktan korunur.

2. Reaksiyon karisimi (100 mL igin): 0.6 gr HEPES yaklasik 70 mL saf suda ¢6ziiniir.
Bunun iizerine 0.146 gr Oxoglutarat (o-Ketoglutarat), 0.145 gr Glutamin, 0.01 gr
NADH, 0.075 gr KCI, 0.037 gr Na-EDTA, 500 pL merkaptoetanol ilave edilir.
Cozeltinin pH’s1 7.6’ya ayarlanir. Cozeltinin son hacmi 100 mL yapilir. Bu ¢ozelti taze
hazirlanmahidir. Hemen kullanilmayacaksa (3-8 saat gibi) +4°C’de tutulur. Ancak

calisma esnasinda 6nce 30°C’de tutulmalidir. Direk 1siktan korunur.

3.2.6. Calisilan tuz konsantrasyonlarimnin hazirlanmasi

1. 150 mM NaCl (10 L igin): 87.75 gr NaCl 300 mL saf su igerisinde ¢oziiniir ve
tizerine 9.700 mL su igerisine ilave edilir.
2. 300 mM NacCl (10 L): 175.5 gr NaCl 500 mL saf su igerisinde ¢0ziiniir ve iizerine

9.500 mL su igerisine ilave edilir.

3.2.7. SNP (NO dondrii olarak) konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

1. SNP (1000 mM; 300 mL ve 500 mM, 150 mL): 1000 mM igin 0.1340 gr SNP 400
mL saf suda ¢ozilinerek son hacmi 500 mL’ye tamamlanir. 500 mM i¢in bu ¢ozeltiden

150 mL alinip son hacim 300 mL’ye tamamlanir. Direk 1siktan korunur.
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3.2.8. NaHS (H:S donoérii) konsantrasyonlarimin hazirlanmasi

1. H2S (1000 mM; 500 mL): 0.02803 gr H2S 400 mL saf su igerisinde ¢oziinerek son
hacmi 500 mL’ye tamamlandi.
2. HoS (1500 mM; 500 mL): 0.42045 gr H2S 400 mL saf su igerisinde ¢6ziinerek son

ahcmi 500 mL’ye tamamlandi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi ve ilgili parametreler

Arastirmamizda bitki materyali olarak stres toleranslar1 farkli iki bugday (Triticum
aestivum L., cv. Dogu-88 ve cv. Altindane) ¢esidi kullanildi. Bugday tohumlart ekimden
once %10’luk ¢amasir suyu ile 10 dk ve daha sonra %70’lik alkolle 5 dk steril
edildikten sonra saf su ile durulandi. Hidroponik sistemde her sepet saksiya (5 cm
capinda) yaklasik 10 bugday tohumu ekildi. Cimlenme sonrasi fideler sicaklik (24/20°C,
giindiiz/gece) ve nem (%65) kontrolii olan bir iklim kabininde hidroponik (bitki
besinlerini igeren su kiiltiirli) ortamda c¢imlenmeye miiteakiben 9 giin biiyiitiildi.
Dokuzuncu giin bitki su kiiltlirii ortamima Arnon ve Hoagland’in 1/2 besin regetesi
verildi ve 10. giin farkli konsantrasyonlarda NaHS (1000 ve 1500 uM) ve SNP (500 ve
1000 uM yapraklara piskirtilerek uygulandi. Uygulama islemi yapraklardan
damlamalar oluncaya kadar devan edildi. Bu islemden 2 saat sonra farklhi
konsantrasyonlarda NaCl (150 ve 300 mM) uygulamasi yapildi. Bu uygulamadan 4 giin
sonra NaCl uygulama yapilmis ve uygulama yapilmamis bitkilerin kok ve govde
dokular1 hasat edildi. Hasat edilen 6rnekler deneylerde kullanilincaya kadar -80°C
sartlarinda bir derin dondurucuda saklandi. Azot metabolizmasi enzimleri ¢evresel
faktorlere ¢cok hizli yanit vermektedirler. Bu nedenle uygulama yapilmis bitkilerde

ornek alinmasi giindiiz (1s1k peryodunda) ve ayni vaktine denk getirildi.
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3.3.2. Arnon ve Hoagland'in Tam Besin Recetesinin Hazirlanmasi

Makro Besin Elementleri (100 mL stok)

Asagida verilen stok ¢ozelti 100 mL hacimde hazirlanir. Bunun i¢in;

a. KH2POq4 : Gerekli miktar, 2.3 gr
b. KNO3 : Gerekli miktar, 6 gr

c. Ca(NOs3), : Gerekli miktar, 4.9 gr
d. MgSOq : Gerekli miktar, 4.9 gr

Yukarida verilen miktarlar sirayla yaklasik 80 mL saf suda yas yavas ¢oziiniir ve son
hacim 100 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan makro besin stok cozeltisi buzdolabinda
saklanir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1 L tam besin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 mL

kullanilir (10 mL/1 L).

Mikro Besin Elementleri (100 mL stok)

e. H3BOs3 : Gerekli miktar, 0.286 gr
f. MnCl2 .4H20O  : Gerekli miktar, 0.181 gr
g. ZnSO4 .7TH20  : Gerekli miktar, 0.022 gr
h. CuSO4 .5H20O : Gerekli miktar, 0.008 gr
J- HoMoO4 .H2O @ Gerekli miktar, 0.009 gr

Yukarida verilen miktarlar sirayla yaklasik 80 mL saf suda ¢dziinilir ve son hacim 100
mL’ye tamamlanir. Hazirlanan mikro besin stok c¢ozeltisi buzdolabinda saklanir.

Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1 L tam besin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1 mL kullanilir (1

mL/1 L).
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Demir stok ¢ozeltisi hazirlama

Stok ¢ozelti (40.34 mM Fe-EDTA): 0.74 gr Fe-EDTA alinir ve 40 mL saf suda hafif
1sitilarak ¢oziiniir. Son hacmi 50 mL'ye tamamlanir. Bu ¢ozelti aliiminyum folyo ile
kapl bir sisede (karanlikta) buzdolabinda saklanir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1 L
tam besin ¢ozeltisi i¢in 0.5 mL kullanilir (0.5 mL/1 L). Bu islemle besiyerinde 0.02 mM
Fe-EDTA bulunur. Fe-EDTA ¢ozeltisi uzun siire saklanmaz. Taze hazirlanir ve

kullanilir. Direk 1siktan korunur.

3.3.3. Bitkilerin kok ve govde uzunluklarinin élciilmesi

Bitkilerin kok ve govdeleri, bilesme yerlerinden bisturi yardimi ile kesilerek uzunluklar
milimetrik cetvel yardimi ile 6l¢iildii. Kokler oSlgiilirken ana kokiin uzunlugu esas
alindi. Uygulamalara ait kok ve gdvdelerin uzunluklari ayr1 ayr1 toplanip, bitki sayisina

boliinerek ortalama kdk ve gévde uzunlugu cm/bitki olarak hesaplanda.

3.3.4. Kuru agirlhik tayini

Kok-govde uzunluklart oOlgiilen, her gruptan toplam 10 bitki alindi ve aliiminyum-
folyoya sarilarak Pastor firninda 60°C’de 72 saat boyunca kurutulup sonra tekrar

tartilarak her bir uygulamaya ait organlarin kuru agirliklar1 (mg/fide) hesaplandi.

3.3.5. Fotosentetik pigmnet iceriginin belirlenmesi

Bitki yalpaklarinda klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid miktarlarin
belirlemek i¢in (Witham et al. 1971) tarafindan kullanilan prosediir uygulandi. Taze
yaprak Ornekleri (0.2 gr) %80 soguk aseton igerisinde son hacim 10 mL olacak sekilde
homojenize edildi. Daha sonra homojenat filtere kagidindan siiziilerek elde edilen
ekstrakt 5000 rpmde 10 dk santrifiij edildi. Tiiplerden siipernatantlar alinarak 450, 645
ve 663 nm de absorbans degerleri kaydedildi. Stipernatantlarin ti¢ farkli dalga boyunda
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kaydedilen absorbans degerleri asagida verilen esitliklerde yerine konulmasiyla bitki
yapraklarinda bulunan klorofil a, klorofil b, total klorofil ve karotenoid miktarlari

hesaplandi ve tez iginde mg/doku olarak sunulmustur.

mg/Klorofil a/gr doku=[(12.7 x OD663) - (2.69 x OD645)] x (/1000 x W)

mg/Klorofil b/gr doku=[(22.9 x OD645) - (4.68 x OD663)] x (/1000 x W)

mg/ toplam klorofil /gr doku =[(20.2 x OD645) + (8.02 x OD663)] x (/1000 x W)

mg toplam karotenoid /gr doku=(4.07xD450)-(0.0435xKIla miktar1 +0.367xKI1b miktar1)

OD : Klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini,
V :%80’lik asetonun son hacmini,

W : Ekstre edilen dokunun gram olarak yas agirligin1 gosterir.

3.3.6. Coziinebilir protein miktarmin belirlenmesi

Bugday fidelerine ait kok veya yapraklardan rastgele alinan 0.2 gr 6rnek, bir porselen
havan igerisine alinmis ve sivi azot i¢cinde un haline gelinceye kadar pargalanmuistir.
Daha sonra bu ekstrakt {izerine fosfat tamponundan (100 mM KH2POg, pH: 7.0) 2,5 mL
ilave edilmis ve doku bir havan eliyle iyice homojenize edilmistir. Elde edilen karigim
bir santrifiij tiipiine alinarak +4°C’de 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve sonra
tiipteki siipernatant baska temiz bir tiipe alinmistir. Bu tiipten 20 puL alinarak bir
mikropleyte pipetlenmis ve tizerine BCA (Bicinchoninic asid+CuSQj4) reaktifinden 200
uL ilave edilmistir. Bu mikropleyt icerigiyle beraber kisa bir miiddet hafif
calkalandiktan sonra 60°C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Mikropleytteki Ornegin
absorbansi 562 nm’de bir Multiscan’da Kor’e kars1 okunmustur. Koér numune olarak 20
pL saf su ve 200 pL BCA reaktifi kullanilmistir. Dokularin protein igeriginin
hesaplanmasinda standart bir grafikten yararlanilmigtir. Bunun i¢in 6nce, 10 mL fosfat
tamponu (100 mM; pH: 6.75) igerisinde 10 mg BSA (bovine serum albumin) ¢oziilerek
bir stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu sekilde hazirlanan stok BSA (1 mg/1 mL) ¢6zeltiden
0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 12 uL’lik hacimler bir mikroplate kuyularma 3 tekrarli olacak

sekilde pipetlenmis ve tlizerleri saf su ile 20 pL’ye tamamlanmistir. Sonra kuyularin her
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birine 200 nL. BCA reaktifi ilave edilmis ve bu mikropleyt icerigiyle beraber kisa bir
miiddet hafif ¢alkalandiktan sonra 60°C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Yapilan ol¢timler
sonunda, 562 nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen protein degerlerinden
yararlanarak standart bir grafik tiiretilmistir (Sekil 3.1). Hazirlanan standart grafik

kullanilarak yaprak ve koklerin protein miktar1 pg /gr doku olarak sunulmustur (Smith

et al. 1985).
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Sekil 3.1. Protein tayininde kullanilan standart grafik

3.3.7. Lipid peroksidasyon seviyesinin (MDA olarak) belirlenmesi

Tiyobarbitlirik asit reaktiflerinin (TBA) spektrofotometrik Olgiilmesi ile lipid
peroksidasyonu seviyesi belirlenebilir (Ohkawa et al. 1979). Yaprak veya kok
orneklerinden 0.2 gr alinarak dnce siv1 azotla un haline getirilmistir. Bu ekstrakt {izerine
%35’lik TCA ¢ozeltisinden 5 mL ilave edilerek tamamen pargalanincaya kadar havanda
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat ependorf tiiplerine aktarilarak 13000
rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kismindan 1.5 mL alinmis ve {lizerine 1.5
mL  9%0.5’lik TBA reaktifi (%20 TCA iginde) pipetlenmistir. Karisim iyice

vortekslendikten sonra 30 dk 95°C sicak su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Siire
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sonunda tiipler buz banyosuna alinarak reaksiyon durdurulmustur. Elde edilen pembe-
kirmizi renkli ¢ozelti tekrar 12000 rpm’de 5 dk daha santrifiij edildikten sonra,
siipernatantin 440, 532 ve 600 nm’deki absorbans degerleri belirlenmistir. Bir mL
karigim icerisindeki malondialdehid (MDA) miktar1 asagidaki formiile gére hesaplanip

sonuclar nmol/gr doku olarak sunulmustur.

MDA (nmol/ml) = [[(Asz2-Asoo) — [(Asa0-Asoo) X (0.0571)]] / 157000] x 10°

3.3.8. Azot metabolizmasinda rol alan enzimlerin aktiviteleri

Enzimlerin eksraksiyonu i¢in bugday fidelerine ait kok ve yapraklardan 0.25 gr doku
ornegi, once sivi azot ve daha sonra 2.5 mL, 0.2 mM EDTA, %0.1 polivinilprilidon
(PVP) ve 1 mM dithiyotreitol (DTT) igeren 50 mM fosfat tamponu (pH: 7) iginde
homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnekler 12000xg’de 15 dakika santrifiijlendi (+4
°C). Berrak siipernatant ham enzim kaynagi olarak kullanildi (Khan 1996; Zheng-xun et
al. 2007).

3.3.8.a. Nitrat rediiktaz (NR) aktivitesinin belirlenmesi

NR aktivitesi, Jaworski (1971) metoduna gore belirlenmistir. Reaksiyon karigimi (2
mL), 25 mM fosfat tamponu (pH 7.5), 10 mM NaNOs, 0.05 mM EDTA ve 2 mM
NADH’tan 1.8 mL ve 0.2 mL enzim 0zitii icerir. Reaksiyonu baslatmak i¢in 0.2 mL
enzim 0ziitli ve 1.7 mL’lik reaksiyon karisimi igeren tiip icine 0.1 mL NADH pipetlenir.
Pesine deney soliisyonu alt-iist edilerek karistirilir ve 30 dakika 30 °C’de inkiibe edilir.
Karisimin renk reaksiyonu i¢in; 1 mL %] siilfanilamid ve 1 mL 1.5 M HCI + %0.02 N-
(1-Naftil etilenediamin dihidrokloriir (NED-HCL) ilave edilir ve karisim bu haliyle 30
dakika inkiibe edilir. Gelisen pembe rengin absorbanst 540 nm'de Sl¢iiliir (Barro et al.
1991). Reaksiyon sonunda olusan nitrit iyonlarinin miktar1 {izerinden enzim {initesi
hesaplanir. Bunun igin 6nce, bilinen miktarlarda (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 uM)
NaNO: igeren ¢ozeltiler hazirlanir. Bu ¢6zeltilerden 1.8 mL alinir ve tlizerine 1 mL %1

stilfanilamid (1.5 M HCI iginde hazirlanmis olacak) + 1 mL %0.02 NED-HCI ilave



38

edilir. 30 dakika sonra gelisen pembe rengin absorbanst 540 nm'de Olgiiliir. Bu
cozeltilerden elde edilen standart egri (Sekil 3.2) denklemiyle 6rneklerde olusan nitrit
miktar1 hesaplanir. Bir iinite (EU) NR, 1 umol nitrit iiretmek icin gerekli enzim miktari

olarak hesaplanir. Sonu¢lar EU/mg doku olarak sunulmustur.
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Sekil 3.2. Nitrat Rediiktaz miktarini belirlemede kullanilan grafik

3.3.8.b. Nitrit rediiktaz (NiR) aktivitesinin belirlenmesi

Aktivite dl¢timii i¢in bir tiipe; 2.5 mL fosfat tamponu (0.05 M; pH 7.4), 100 uL sodyum
nitrit (15 mM NaNOy), 200 puL metilviolen (5 mM) ve 200 uL 190 mM sodyum
bikarbonat (86 mM sodyum dithionit igerir) konulur. Bu karigimin {izerine 250 plL
enzim 0ziitli (Kok i¢in 300 pL) pipetlenir ve tiip hafifce alt-iist edilir. Tiip 35°C’de 30
dk inkiibe edilir. Sonra, tiipteki reaksiyon, koyu mavi renk kaybolana kadar siddetli
calkalanir ve kaynar suda 1 dk tutulur (reaksiyonu durdurmak igin). Tiip, 10000 rpm’de
5 dk santrifiij edilir (+4°C) ve elde edilen siipernatan temiz bir tiipe alinir. Karigimin
renk reaksiyonu i¢in; Tiip lizerine 1 mL %1 siilfanilamid (1.5 M HCl i¢inde hazirlanmig
olacak) + 1 mL %0.02 N-(1-Natftil etilenediamin dihidrokloriir (NED-HCL) (1.5 M HCI

icinde hazirlanmis olacak) ilave edilir. Tiip karistirildiktan sonra, gelisen pembe rengin
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absorbanst 30 dk sonra 540 nm'de Olgiiliir. Kor o6rnek, NaNO: haricindeki tiim
bilesenleri icermektedir. Tiipte kalan ve tiiketilmeyen nitrit iyonlarmin miktari
tizerinden enzim tinitesi hesaplanir. Bunun i¢in 6nce, bilinen miktarlarda (0, 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40 uM) NaNO: igeren ¢ozeltiler hazirlanir. Bu ¢ozeltilerden 1.8 mL
alinir ve tlizerine 1 mL %1 siilfanilamid (1.5 M HCI i¢inde hazirlanmis olacak) + 1 mL
%0.02 NED-HCI ilave edilir. 30 dakika sonra gelisen pembe rengin absorbanst 540
nm'de Olgiiliir (Barro et al. 1991; Khan 1996). Bu ¢ozeltilerden elde edilen standart egri
(Sekil 3.3; nitrat rediiktazdaki grafik kullanilir) denklemiyle 6rneklerde olusan nitrit
miktar1 hesaplanir. Bir iinite (EU) NR, 1 pumol nitrit tiretmek i¢in gerekli enzim miktar1
olarak hesaplanir. Sonu¢lar EU/mg protein olarak sunulur. Bir {inite NiR, 30 °C'de 1
dakika basma 1 pmol nitriti tiiketmek i¢in gereken enzim miktar1 olarak hesaplanir.

Sonuglar EU/mg doku olarak sunulmustur.
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Sekil 3.3. Nitrit Rediiktaz miktarini belirlemede kullanilan standart grafik
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3.3.8.c. Glutamin sentaz (GS) aktivitesi ol¢iimii

GS aktivitesi 0l¢iimii, hidroksamat biyosentetik yontem olarak bilinen Zheng-xun vd.
(2007) tarafindan belirtilen protokole gére yapilmustir. Oziit elde etmek igin diger
enzimler i¢in yapilan ekstraksiyonlardan farkli olarak, Orneklerin (0.25 gr)
ekstraksiyonunda 5 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM 2-Merkaptoetanol ve 10 mM MgCl>
iceren 2.5 mL 0.1 M HEPES tamponu (pH 7.6) kullanilir. Reaksiyon karisimi; 0.1 M
Tris-HCI tamponu (pH 7.6), 10 mM ATP, 80 mM MgS0s4, 80 mM hidroksilamin
hidrokloriir, 20 mM sistein, 50 mM glutamat ve 250 pL enzim 6ziitl icerir. Bu karisim,
30°C'de 30 dakika inkiibe edilir ve sonra tlizerine 1 ml FeCls reaktifi eklenmesinden
sonra kahverengi kompleks olarak y-glutamilhidroksamat (GGH) olusur. FeClz reaktifi;
0.37 M FeCls, 0.2 M trikloroasetik asit (TCA) ve 0.67 M HCl'den olusmaktadir.
Kahverengi GGH kompleksinin absorbanst 540 nm'de olgiiliir. Kor o6rnek, ATP
disindaki tiim bilesenleri igermektedir. Bir {inite GS, 30°C ve 1 dakikada absorbansi
0.01 degistiren enzim miktaridir (1 umol GGH-kompleksi iiretmek icin gerekli enzim
miktar1). Sonug¢lar EU/gr doku olarak sunulmustur. Enzim {iinitesinin hesaplanmasi

asagidaki formiile gore yapilir (http://www.cohesionbio.com/).

GS (EU/gr doku)= [[(ODmek - ODker) X Votal / (Vomek X W/ Topiam)]/0.01]/T

w : Homojenize edilen dokunun agirlig
Viotar  : Reaksiyon karigiminin toplam hacmi
Vismek  : Enzim Oziitlinlin hacmi

T : Reaksiyon zamani (30 dk)

ODgmek : Ornegin absorbansi

ODxsr  : KOr’iin absorbansi

3.3.8.d. Glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesi ol¢iimii

NADH'a bagimli GOGAT aktivitesi, Singh ve Srivastava (1986) tarafindan onerilen
yonteme gore belirlenmistir. Reaksiyon karigimi (1.8 mL); 25 mM HEPES tamponu
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(pH 7.5) olup iginde 10 mM Oxoglutarat (a-Ketoglutarat), 10 mM Glutamin, 0.14 mM
NADH, 10 mM KCI, 1 mM Na-EDTA ve %0.5 merkaptoetanol igermelidir (Deney
yapmadan hemen 6nce 30 °C’de tutulmalidir ve her zaman taze hazirlanir). Kor olarak,
NADH, 2-OG ve glutamin yerine, 750 uL 40 mM fosfat tamponu (pH 7.5) kullanilir.
Reaksiyon, 1.8 mL reaksiyon karigimi tlizerine 200 pL enzim o6ziitii (kok icin 400 pL
enzim 0ziitii) pipetlenerek baslatilir. NADH oksidasyonu 3 dakika boyunca 340 nm'de
izlenir. Enzim aktivitesi nmol mL? olarak hesaplanir. Sonuglar EU/gr doku olarak
sunulmustur. Enzim initesinin hesaplanmas1 asagidaki formiile goére yapilir

(http://www.cohesionbio.com/).

GOGAT (EU/gr doku)= (OD¢mek (0. dk)-ODérmek (3. dk)/(e X d) X Vrotar X 10%/ (W X Vomek IV assay)/ T

E : Molar ekstinksiyon katsayisi, 6.22x10° L/mol/cm;
W : Doku 6rneginin agirligi

V1ota  : Enzimatik reaksiyonun toplam hacmi

Vomek : Calisilan 6rnegin hacmi

Vassay @ Ornek hazirlamada kullanilan tamponunun hacmi

T : Reaksiyon siiresi

Istatistik analiz

Calismada sunulan veriler (+SE olarak), her bir uygulamadan ti¢ 6rnek (3 paralel) ve her
bir 6rnekten 2 tekerriir yapildiktan sonra elde edilen 6 bagimsiz degerin ortalamasidir.
Sonuglarin karsilagtirilmasi, SPSS 15 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile yapilmis ve gruplar arasindaki farkliliklalar p<0.05 Onem

seviyesinde Duncan i Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, ekzojen NO ve H»2S uygulamasinin tuz (NaCl) stresi altindaki bugdayda
azot metabolizmasi tlizerindeki etkilerini belirlemek amacglanmistir. Bu amag i¢in stres
toleranslar1 farkli iki bugday (Triticum aestivum L., cv. Altindane ve cv. Dogu-88)
cesidi  kullanilmustir. Fideler, kontrollii bir iklim kabininde hidroponik sistemde
¢imlenmeye miiteakiben 9 giin biiylitiilmiis ve fide yapraklarina 10. giin H2S donorii
olarak NaHS (1 ve 1.5 mM) ve NO donorii olarak SNP (0.5 ve 1 mM) piiskiirtiilmiistiir.
Daha sonra, fidelerin hidroponik sistemi 150 ve 300 mM tuz konsantrasyonlarina
ayarlanmigtir. Bu uygulamadan 4 giin sonra, uygulama yapilmis ve uygulama
yapilmamis bitkilerin kok ve govde dokulari hasat edilmistir. Bu kok ve govdelerde,
fizyolojik bliylime parametreleri (yas ve kuru agirlik ile uzunluk), protein ve
fotosentetik pigment miktarlari, lipid peroksidasyonu igerigi (MDA olarak) ve azot
metabolizmasinda rol alan anahtar enzimlerin (NR, NiR, GS ve GOGAT) aktiviteleri
belirlenmistir. Bu parametrelere ait bulgular, istatistik anlamda (P<0.05) kontrolleri ile

karsilastirilarak elde edilen veriler asagida sunulmustur.

4.1. Kok -Govde Uzunlugu, Yas -Kuru Agirhgina Ait Bulgular

4.1.1. H2S uygulamasindan elde edilen veriler

Altindane ¢esidinde, tek basma 1 ve 1.5 mM H2S uygulamasi, kok ve govde
uzunlugunu, kok ve govde yas agirhigr ile kuru agirligimi kontrol grubuna gore
artirmistir (P<0.05)(Cizelge 4.1). Ancak tek basina 150 ve 300 mM tuz (NaCl)
uygulamalar1 kontrole gore, kdk uzunlugunu ve kok yas agirligini artirirken, her iki
dokuda kuru agirlik ve govde uzunlugunu o6nemli (P<0.05) oranda diistirmistiir.
H2S+tuz uygulamalarinda ise her iki H2S uygulamasi 150 ve 300 mM tuzda,
kontrollerine gore, yas agirlik {izerinde anlamli (P>0.05) bir etki yapmazken, kdk ve
govdede kuru agirhiklarini artirmistir (Cizelge 4.1). Ancak ayni uygulamalar, kok

uzunlugunu diisiiriirken, gévde uzunlugunu énemli (P<0.05) derecede arttirmistir.
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Cizelge 4.1. H,S (mM NaHS olarak) uygulamalarmin NaCl (mM) stresi altindaki
bugdayin iki varyetesinde yas ve kuru agirlik ile boy uzunluklarina etkileri.

Altindane
Kok Givde

Uygulamalar a;:ﬁk a}gz"iluk uzfl:)l)l/lgu Yas ag_lrl_lk azlur'iluk uzuBl:)l)lllgu

(ar/bitki) (gr/bitki)  (cmibitki)  97PTKD Grbitki)  (cmibitki)
KONTROL 0200 0023  16.73+57  0.538 0.059  20.86:+.33%
1.0 MM H;S 0407 0034  3211+57°  0.758 0083  34.21+57
1.5 MM HsS 0302 0026  28.95-00°  0.675 0071  21.10+.00°
150 mM NaCl 0274 0017  2385:00°  0.655 0.048  17.78+57
300 MM NaCl 0257 0021  20.75:00° 0328 0.058  16.88+57
10 H,S+150 NaCl 0264 0018 2251457 0517 0.057  20.23+57%
10 H,S+300NaCl 0350 0025  20.81+58'  0.415 0076  15.58+57°
15H,S+150 NaCl 0168 0026  18.11+57 0371 0076  19.90+57°
15H,S+300NaCl 0185 0022  17.76:57°  0.398 0074  18.56+57

Dogu-88

KONTROL 0312 0027  17.83+33  0.450 0.060  23.50+.00"
1.0 MM H,S 0377 0037  3091+57°  0.452 0.062  31.75+.00°
1.5 mM H,S 0334 0028  2598t57° 0450 0.060  23.58+57
150 mM NaCl 0358  0.026  22.83+57°  0.428 0.054  15.16+57"
300 MM NaCl 0329 0019  20.66+57%  0.347 0.048  16.75+.00°
10 H,S+150 NaCl 0338 0029 1891457  0.342 0.057  18.32+57
10 H,S+300NaCl 0326 0024  17.12+10°  0.357 0.050  16.85+579
15H,S+150 NaCl 0250 0027  19.98+649 0519 0072 19.16+57°
15H,S+300NaCl 0324 0031  15.83:57"  0.416 0.063  16.58+57

Bir siitundaki ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine
gore (p>0.05) dnemsizdir. + standart hatay: ifade eder.
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Dogu-88 ¢esidinde, tek basina tek basma 1 ve 1.5 mM H2S uygulamasi, kok ve govde
uzunlugunu, kok ve govde yas agirhg ile kuru agirligimi kontrol grubuna gore
artirmistir (P<0.05) Cizelge 4.1). Tek basma 150 ve 300 mM tuz (NaCl) uygulamalari
kontrole gore, kok uzunlugu ve kok yas agirhigimi artirirken, kok kuru agirlhigini
disiirmiistiir. Ancak gdvdelerde calisilan tiim parametreleri (kuru ve yas agirlik ile
uzunluk) onemli onaranda disiirmistiir. H2S+tuz uygulamalarinda ise 1 mM H2S
uygulamasi, koklerde her iki tuz kosullarinda, yas agirlik iizerinde etkili olmamistir.
Ancak ayn1 uygulamalarda kok kuru agirligr artarken, kok uzunlugu diismiistiir. Aym
fidelerin govdelerinde ise yine 1 mM H,S uygulamasi yas agirligr diistiriirken, kuru

agirlik ve gdvde uzunlugu artmustir (Cizelge 4.1).

Bulgular genel olarak degerlendirildiginde H2S uygulamasi bugdaym strese hassas
cesidinde (Altindane) bitki biiylimesi parametrelerinin hemen hepsini kontrole gore
artirmistir. Ilging olarak her iki varyetede tuz uygulamalarinda kok kuru agirlig
diiserken, kok uzunlugu artmistir. HoS+tuz uygulamalarinda, tek basina tuza gore, her
iki H2S konsantrasyonunda hem Altindane hem de Dogu-88’de, kok ve govdelerde

ozellikle kuru agirligin arttig1 belirlenmistir.

4.1.2. SNP uygulamasina ait bulgular

Altindane ¢esidinde, tek basimna 0.5 mM SNP uygulamasi kok ve govdelerde, kuru
agirhg, yas agirligi ve uzunlugu artirmistir (P<0.05)(Cizelge 4.2). Ancak, ]| mM SNP
sadece kok ve govde uzunluklarimi artirirken, diger parametreleri diisiirmiistiir. Ancak
tek basma 150 ve 300 mM tuz (NaCl) uygulamalar1 kontrole gore, kok uzunlugunu ve
kok yas agirligimi artirirken, her iki dokuda kuru agirlik ve gévde uzunlugunu 6nemli
(P<0.05) oranda diisiirmiistiir. SNP+tuz uygulamalarinda, 0.5 ve 1 mM SNP her iki tuz
konsantrasyonunda kok uzunlugu ve kok yas agirligini diisiirirken, kok kuru agirligim
artirmistir. Ayni uygulamalar govdede yas agirligr diistirtirken, kuru agirligr artirmistir.

Ancak govde uzunlugunu arttirmistir (Cizelge 4.2).
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Dogu-88 ¢esidinde 0.5 ve 1 mM SNP kok, gévde uzunlugu, yas agirligt ve kuru
agirhiklarii artirmistir (P<0.05)(Cizelge 4.2.). Tek basina 150 ve 300 mM tuz (NaCl)
uygulamalar1 kontrole gore, kok uzunlugu ve kok yas agirligimi artirirken, kok kuru
agirh@gimi diistirmiistiir. Ancak govdelerde calisilan tiim parametreleri (kuru ve yas
agirlik ile uzunluk) 6nemli onaranda diislirmiistiir. SNP+tuz uygulamalarinda, 0.5 ve 1
mM SNP kok yas agirligi lizerinde belirgin bir etki sergilememistir. Ancak ayni
uygulamalar kok kuru agirhigini artirirken, kok uzunlugunu diistirmiistiir. Govdelerde
ise aynt SNP uygulamalar1 yas agirlik ve govde uzunlugu vekuru agirligini onemli

Olciide (P<0.05) artirmistir (Cizelge 4.2).

Bulgular genel olarak degerlendirildiginde tuz uygulamalar1 her iki varyetede kok ve
govdede ozellikle kuru agirligr diistirmiistiir. Her iki varyetede tuz uygulamalarinda kok
kuru agirlig1 artarken, kok uzunlugu azalmistir. SNP uygulamasi bugdayin strese hassas
cesidinde (Altindane) 6zellikle 0.5 mM; 1 mM SNP kontrole gore genelde biiyiime
parametrelerini artirmistir. SNP+tuz uygulamalarinda, tek basina tuza gore, her iki SNP
konsantrasyonunda hem Altindane hem de Dogu-88’de, kdk ve govdelerde ozellikle

kuru agirhigin arttig1 belirlenmistir.



46

Cizelge 4.2. NO (mM SNP olarak) uygulamalarinin NaCl (mM) stresi altindaki
bugdayin iki varyetesinde yas ve kuru agirlik ile boy uzunluklarina etkileri.

Altindane
Kok Govde
Yas Kuru Boy Yas Kuru Boy
Uygulamalar agirhk agirhk uzunlugu agirhk  agirhk uzunlugu

(gr/bitki) (gr/bitki)  (cm/bitki)  (gr/bitki) (gr/bitki)  (cm/bitki)

KONTROL 0.116 0.026 20.53+.33¢ 0.533 0.077 23.50+.00°¢
0.5 mM SNP 0.138 0.029 32.83+.307 0.611 0.085  31.75+6.92%
1.0 mM SNP 0.094 0.023 27.98+.33° 0.459 0.065 24.91+.57°
150 mM NacCl 0.389 0.026 24.83£33° 0.389 0.026 17.16+.57¢%
300 mM NacCl 0.412 0.026 22.64+.33¢ 0.412 0.026 18.45+.00%

0.5 SNP+150 NaCl 0.149 0.028 20.88+.33¢ 0.396 0.071 20.32+.57¢
0.5 SNP+300 NaCl 0.126 0.027 18.12+.06 0.423 0.069 19.85+.60¢
1.0 SNP+150 NaCl 0.259 0.032 16.81+.429 0.284 0.058  21.16+.57bd

1.0 SNP+300 NaCl 0.178 0.032 15.83+.33" 0.220 0.055 18.58+.57%

Dogu-88
KONTROL 0.121 0.022 21.66x.57¢ 0.423 0.060 24.28+.57°
0.5 mM SNP 0.219 0.026 35.41+.572 0.556 0.074 34.66%.572
1.0 mM SNP 0.208 0.023 29.68+.11° 0.575 0.073 25.97+.62°
150 mM NacCl 0.224 0.017 26.26x.57¢ 0.410 0.053 19.14+.68"
300 mM NacCl 0.201 0.014 24.57+.56¢ 0.323 0.048 20.03+.05¢

0.5 SNP+150 NaCl 0.239 0.021 21.87+.82¢ 0.486 0.071 21.85+.52¢
0.5 SNP+300 NaCl 0.123 0.017 19.23+.64 0.250 0.064 20.80+.60¢
1.0 SNP+150 NaCl 0.207 0.022 19.26+.15f 0.436 0.066 23.55+.00°

1.0 SNP+300 NaCl 0.292 0.026 16.65+.53g 0.272 0.076 19.96+.57ef

Bir siitundaki ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine
gore (p>0.05) dnemsizdir. + standart hatay: ifade eder.
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4.2. Coziinebilir Protein Miktarina Ait Bulgular

4.2.1. Hz2S uygulamasindan elde edilen veriler

Coziinebilir protein miktari, bugdayin Altindane ¢esidinde tek basina 1 ve 1.5 mM H»S
uygulamasinda kok ve govdede kontrole gore artmistir (P<0.05)(Cizelge 4.3). Tuz
uygulamalar1 da (150 ve 300 mM) kontrole gore protein miktarin1 kdk ve gdvdede
artmistir. H2S+tuz uygulamalarinda ise kontrollerine gére 1.0 mM H2S, 150 mM tuz
kosullarinda kokte artmis, govdede ise diisiirmiistiir. Ancak diger H2S+tuz uygulamalari

genel olarak protein icerigini kontrollerine gore diisiirmiistiir (P<0.05) (Cizelge 4.3).

Dogu-88 ¢esidinde kontrol grubuna gore 1.0 mM ve 1.5 mM HzS uygulamasi, protein
miktarin1 kokte artirirken, gévdede ise diistirmiistiir (Cizelge 4.3). Tek basina tuz
uygulamalarinin her ikisi, kok ve gévde protein miktarinit (P<0.05) artmistir. HoS+tuz
uygulamalarinda ise kontrollerine goére 1.0 mM H2S, 150 mM tuz kosullarinda kokte
artmig, govdede ise diislirmiistiir. Ancak diger H2S+tuz uygulamalari genel olarak

protein icerigini kontrollerine gore diistirmiistiir (P<0.05) (Cizelge 4.3).

H2S uygulamasindan elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde, tuz
uygulamalar1 bugdayin her iki ¢esidinde ¢dziinebilir protein miktarini artirmistir. Ancak
tuz stresine maruz bitkilerde HzS uygulamalar1 (H2S+tuz), kontrollerine goére (tek basina

tuz uygulamasi) protein icerigini genelde her iki varyetenin dokularinda diigtirmistiir.

4.2.2. SNP uygulamasindan elde edilen veriler

Protein miktari, bugdayin Altindane ¢esidindetek basma 1 ve 1.5 mM SNP
uygulamasinda kok ve govdede kontrole gore artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.3). Tuz
uygulamalarinin her ikisi de kontrole gére protein miktarini kok ve gévdede artmustir.
SNP+tuz uygulamalarinda ise kontrollerine gére SNP uygulamasinin her ikisi hem 150
hem de 300 mM tuz kosullarinda kok ve govdelerde protein igerigini diislirmiistiir

(Cizelge 4.3).
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Dogu-88 c¢esidinde tek basina SNP uygulamalari (0.5 mM ve 1 mM) protein igerigini
kokte diistirmiistiir, govdede artirmigtir. Tuz uygulamalart Altindane’de oldugu gibi
Dogu-88’de de protein miktarim1 her iki dokuda (kok ve gdévde) artmistir. SNP+tuz
uygulamalar ise kontrollerine gore kok ve govdelerde protein igerigini diistirmiistiir

(Cizelge 4.3).

SNP uygulamasindan elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde, tuz
uygulamalar1 bugdayin her iki ¢esidinde ¢oziinebilir protein miktarini artirmigtir. Ancak
tuz stresine maruz bitkilerde H2S uygulamalar1 (H2S+tuz), kontrollerine gore (tek basina

tuz uygulamasi) protein icerigini genelde her iki varyetenin dokularinda diistirmiistiir.



Cizelge 4.3. H>S (mM NaHS olarak) ve NO (mM SNP olarak) uygulamalarinin NaCl
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(mM) stresi altindaki iki bugday varyetesinde ¢ozlinebilir protein miktarina etkileri.

Coziinebilir Protein Miktar: (ug/gr doku)

Altindane Dogu-88

Uygulamalar Kok Govde Kok Govde
KONTROL 752.15+.85¢ 1233.1+115.8¢ 729.80+.888° 1327.7+1.38¢
1.0 mM H,S 850.36+4.7° 1414.6+1.29¢ 737.30+9.00% 1006.3+9.78¢
1.5 mM H,S 885.73+4.8° 1728.1+36.6% 753.3845.18¢% 1136.5+52.5¢
150 mM NaCl 837.50+2.8° 1998.1+31.3% 903.41+6.79° 1405.1+39.9¢
300 mM NacCl 869.12+3.4¢ 1982.0+47.3% 808.57+21.5% 1896.9+26.1°
1.0 H,S+150 NaCl 890.55+12.3? 1845.4+19.4¢ 1036.83+33.9? 1025.6+36.1e
1.0 H>S+300 NaCl 844.47+2.3° 2186.2 £74.0° 850.36+16.1° 1335.848.19¢
1.5 H,S+150 NaCl 810.18+22.2 1634.8+21.4¢ 967.71+7.33" 1184.7+49.2¢%
1.5 H,S+300 NaCl 692.29+11.9¢ 2433.8+43.3? 765.17+22.8% 2072.7464.0?
KONTROL 755.25+1.419 1233.1+.88¢ 729.80+22.5b¢ 1327.8+21.99
0.5 mM SNP 759.81+7.66¢ 1593.6+49.6¢ 688.01+5.24% 1559.3+13.4f
1.0 MM SNP 885.73+4.80° 2082.2+13.8¢ 644.07+4.66 2052.8+21.4¢
150 mM NaCl 866.44+9.97° 2575.2+25.82 782.85+8.09° 1952.6+19.4<
300 mM NacCl 950.03+5.042 2593.4+12.92 909.84+5.65? 2104.2+59.2°
0.5 SNP+150 NaCl 834.29+5.82¢ 1700.7+16.6¢ 737.84+4.95¢ 1681.4+15.9¢
0.5 SNP+300 NaCl 819.82+4.90° 2348.6+183° 683.18+15.21¢ 2275.1+28.82
1.0 SNP+150 NaCl 731.41+18.6° 1471.4+15.8° 763.56+11.59° 1932.2+12.1¢
1.0 SNP+300 NaCl 749.09+13.1¢ 2113.9456.4°¢ 656.91+4.22¢f 1974.0+6.4¢

Bir siitundaki ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine

gore (p>0.05) dnemsizdir. + standart hatay: ifade eder.
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4.3. Fotosentetik Pigment Miktarina Ait Bulgular

4.3.1. H2S uygulamasindan elde edilen veriler

Bugdayin Altindane ¢esidinde, kontrolleriyle kiyaslandiginda, klorofil a (Kla), Klorofil
b (KIb), total klorofil ve karotenoid miktarlari, tek basina 1.0 mM ve 1.5 mM H3S ve tek
basina 150 mM NaCl uygulamalar1 tarafindan artmistir (P<0.05). Ancak genelde
H>S+tuz uygulamalar1 ayni parametrelerin igeriklerini diistirmiistiir (Cizelge 4.4).
Bugdayin Dogu-88 c¢esitte ise kontrolleriyle kiyaslandiginda (Cizelge 4.5), Kla, Klb,
total klorofil ve karotenoid miktarlari, tek basina 1.0 mM ve 1.5 mM HsS ve tek basina
150 mM NaCl uygulamalar1 tarafindan digiirilmiistiir (P<0.05). H2S+tuz uygulamalari
degerlendirildiginde, her iki H>S uygulamasi tuz kosullarinda ayni parametrelerin
iceriklerini artirmistir. Ancak H>S uygulamalar1 tuz kosullarinda karotenoid icerigini

diisiirmiistiir (Cizelge 4.5).

4.3.2. SNP uygulamasindan elde edilen veriler

Her iki SNP uygulamas: Kla ve karotenoid miktarini kontrollerine gore artirmistir
(P<0.05). Tek basina tuz uygulamalari ise Ozellikle Klb icerigini diisiirmiistiir. Bu
diisiisle dogal olarak total klorofil de diismiistiir. Ancak tek basina tuz uygulamalar
karotenoid icerigini artirmistir. SNP+tuz uygulamalar1 degerlendirildiginde, genelde her
iki SNP uygulamas1 tuz kosullarinda calisilan tiim fotosentetik pigment parametreleri
icerigini artirmistir. Dogu-88 c¢esidinde ise, SNP uygulamasma ait veriler
incelendiginde, her iki SNP uygulamasi Kla ve karotenoid miktarin1 kontrollerine gore
artirmigtir  (P<0.05). Tek basma tuz uygulamalari ise Ozellikle Klb igerigini
diistirmiistiir. Bu diisiisle dogal olarak total klorofil de diigsmiistiir. Ancak tek basina tuz
uygulamalari karotenoid icerigini artirmistir. SNP+tuz uygulamalari
degerlendirildiginde, genelde her iki SNP uygulamasi tuz kosullarinda caligilan tiim

fotosentetik pigment parametreleri igerigini artirmistir.
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SNP uygulamasina ait veriler incelendiginde, her iki SNP uygulamasi Kla, Klb, total Kl
ve karotenoid miktarin1 kontrollerine gore istatistik anlamda (P>0.05) Onemli
etkilememistir (P<0.05). Tek basina tuz uygulamalar1 bu parametrelerin igerigini
diisiiriirken (P<0.05), SNP+tuz uygulamalarinda 6zellikle SNP uygulamalar1 150 mM
tuz kosullarinda Kla, Klb ve total Kl igerigini artirmistir. Ayni uygulamalar 300 mM
tuzda anlamli (P>0.05) bir etki gosterememistir (Cizelge 4.5).

Fotosentetik pigment iceriklerine ait veriler genel olarak degerlendirildiginde, tek basina
tuz uygulamasi her iki bugday cesidinde 6zellikle Kla, Klb ve total klorofil icerigini
diisiirmiistiir. Bu diisiisler Dogu-88’de daha giiclii olmustur. Karotenoid igerigi ise tuzun
etkisiyle Ozellikle Altindane c¢esidinde artmis, Dogu-88’de ise hafif diisme egilimi
gostermistir. Ancak tuz stresi kosullarinda uygulanan H»S, klorofil igerigini 6zellikle
Dogu-88’de artirmistir. Altindane’de H2S’nin bu olumlu etkisi goriilememistir. Buna
karsilik SNP uygulamalari her iki bugday ¢esidinde tuz kosullarinda (150 ve 300 mM)
klorofil igerigini artirmis ve bitkide tuz stres kosulunda bir iyilesme saglayabilmistir.
Ancak karotenoidler lizerinde her iki ¢esitte, H2S ve SNP uygulamalari, kontrollerine

gore tuz kosullarinda belirgin bir etki sergileyememistir.
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Cizelge 4.4. H.S (mM NaHS olarak) ve NO (mM SNP olarak) uygulamalarinin NaCl (mM)
stresi altindaki bugdayin Altindane varyetesinde fotosentetik pigment miktarina etkileri.

Altindane

FotosentetikPigment Miktari(mg/gr doku)

Uygulamalar Klorofil a Klorofil b Total klorofil Karotenoid
KONTROL 15.63+.319 21.58+.55b¢ 19.02+.74bc 7.04+.36°
1.0 mM H.S 18.17+.22% 22.13+.14bc 19.51+.76% 7.87+.45%
1.5 mM H,S 18.87+.25¢ 24.33+.47° 22.06+.56% 7.63+.56%
150 mM NaCl 20.49+.25% 24.11+.242 22.30+.747 8.66+.452
300 mM NacCl 17.85+.24¢ 21.07+.63 18.57+.34¢ 7.82+.25%
1.0 H2S+150 NaCl 19.56+49° 22.49+.96° 18.82+.58%¢ 8.17+.49%
1.0 H,S+300 NaCl 18.35+.15¢ 21.64+.980< 19.31+.530 8.31+.50%
1.5 H,S+150 NaCl 19.49+.29b¢ 21.62+.82% 18.82+.42%¢ 7.90+.51%
1.5 H,S+300 NaCl 16.26+.27¢f 19.85+.27¢ 17.50+.54%¢ 7.19+.50P
KONTROL 15.18+.74b¢d 20.91+.1.08 19.50+1.12 5.35+.47%¢
0.5 mM SNP 15.25+.81°¢ 16.35+1.8° 14.41+1.6° 6.58+.36"¢
1.0 mM SNP 16.02+.914 18.53+1.7% 16.33+1.5% 6.55+.96°
150 mM NaCl 17.07+.950¢ 20.12+1.5% 17.74+1.33% 7.40+.34%¢
300 mM NacCl 17.30+.95% 18.88+1.1% 14.91+1.0% 7.34+.34¢3bc
0.5 SNP+150 NaCl 19.88+.81%° 22.24+1.2% 19.60+1.220 8.22+.44%
0.5 SNP+300 NaCl 17.44+.66° 22.09+.66% 19.48+1.22 7.63+1.28%¢
1.0 SNP+150 NaCl 18.11+.682 25.07+.862 22.10+.932 8.65+.262
1.0 SNP+300 NaCl 18.71+.54° 20.76+.1.0% 18.30+1.3% 8.14+.18%

Bir siitundaki ayn1 harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Dunscan’in Coklu Karsilastirma Testine

gore (p>0.05) 6nemsizdir. & standart hatay1 ifade eder.
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stresi altindaki bugdayin Dogu-88 varyetesinde fotosentetik pigment miktarina etkileri.

Dogu-88

FotosentetikPigment Miktari(mg/gr doku)

Uygulamalar Klorofil a Klorofil b Total klorofil Karotenoid
KONTROL 19.39+.90% 24.91+1.5% 21.96+1.3% 8.04+.31%
1.0 mM H,S 16.59+1.5° 22.49+1.9% 19.83+1.72% 7.28+.49°
1.5 mM H,S 17.24+1.1%¢ 18.26+1.8° 16.11+1.6° 7.06+.37°
150 mM NaCl 18.76+.892° 20.53+1.7% 20.01+1.0% 7.88+.30%
300 mM NaCl 16.81+1.1%° 21.72+1.4% 19.82+1.3% 7.73+.41%
1.0 H,S+150 NaCl 20.53+.9? 26.62+1.22 22.83+1.02 8.66+.322
1.0 H,S+300 NaCl 19.34+1.3¢ 22.62+1.6¢ 21.13+.1.4¢ 4.90+.51°
1.5 H,S+150 NaCl 19.57+.9% 25.80+.6° 22.74+1.72 8.28+.34%
1.5 H,S+300 NaCl 19.1741.3¢ 20.37+1.9° 19.96+.62° 7.30+.46°
KONTROL 19.39+.90%° 24.91+1.5% 21.96+1.3% 8.04+.31%
0.5 mM SNP 19.21+.772 21.41+.762 18.87+.672 8.05+.28?
1.0 MM SNP 16.94+.87% 19.26+1.0% 16.98+.94% 7.31+.332b¢
150 mM NaCl 18.66+.46% 19.03+.55% 18.54+.482 7.99+.15%
300 mM NacCl 14.76+.46% 15.69+.32¢d 13.83+.28% 6.59+.17°¢
0.5 SNP+150 NaCl 19.00+.892° 20.09+.79% 19.83+.69 7.20+.15%
0.5 SNP+300 NaCl 17.55+.80° 18.25+.57¢ 17.56+.50¢ 6.69+.30°
1.0 SNP+150 NaCl 14.93+.76% 18.05+.77%¢ 15.91+.67%¢ 6.63+.23¢
1.0 SNP+300 NaCl 14.21+.60° 17.67+.45b¢ 15.57+.4Q0¢ 7.12+.18%%¢

Bir siitundaki ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine

gore (p>0.05) 6nemsizdir. & standart hatay1 ifade eder.
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4.4. MDA Icerigine Ait Bulgular

4.4.1. H2S uygulamasindan elde edilen veriler

Altindane ¢esidinde H2S uygulamalarinin her ikisi kontrole kiyasla MDA igerigini kok
ve govdede artirmis, ancak ayni uygulamalar Dogu-88’de genelde MDA igerigini
disiirmiistiir (Cizelge 4.6). Her iki bugday cesidinde, tek basina tuz uygulamalari,
kontrole gore MDA igerigini kok ve govdede onemli seviyelerde (P<0.05) artirmistir.
Artislar koklere gore govdelerde ve 300 mM tuz konsantrasyonunda daha belirgin ve
daha yiiksek olmustur. H2S+Tuz uygulamalari incelendiginde, her iki bugday
¢esidindeH,S  uygulamalarinin  her ikisi, kontrollerine goére MDA igerigini
disiirmiistiir(Cizelge 4.6). MDA igerigindeki diisiisler 1.5 mM H2S uygulamasinda daha

belirgin olmustur.

4.4.2. SNP uygulamasindan elde edilen veriler

Hem Altindane hem de Dogu-88 ¢esidinde SNP uygulamalarmin her ikisi kontrole
kiyasla MDA igerigini kdk ve gévdede artirmistir (Cizelge 4.6). Her iki bugday
cesidinde, tek basina tuz uygulamalar1 verileri incelendiginde, tek basina 150 ve 300
mM tuz, kontrole gére MDA igerigini kok ve govdede onemli seviyelerde (P<0.05)
artirmistir. Artislar koklere gore govdelerde ve 300 mM tuz konsantrasyonunda daha
belirgin ve daha yiiksek olmustur. SNP+Tuz uygulamalar1 incelendiginde, her iki
bugday ¢esidinde SNP uygulamalarinin her ikisi, kontrollerine gére, MDA igerigini
diisiirmiistiir (Cizelge 4.6).

MDA igeriginden elde edilen veriler genel degerlendirildiginde, her iki bugday
cesidinin kok ve gdvdelerinde, tek basina tuz uygulamalarmin her ikisi (150 ve 300
mM) MDA igerigini artirmistir. Bu artis tuz konsantrasyonunun artistyla dogru orantili
artmistir. MDA igerigindeki artista varyete farki ¢ok belirgin olmamistir. Ancak MDA
icerigindeki artis govdelerde daha yiiksek olmustur. Ancak, H>S ve SNP



uygulamalarinin her ikisi tuz stresi altindaki bugday varyetelerinin her ikisinin kok ve

55

govdelerinde MDA igerigini diistirmiistiir.

Cizelge 4.6. H.S (MM NaHS olarak) ve NO (mM SNP olarak) uygulamalarinin NaCl

(mM) stresi altindaki iki bugday varyetesinde MDA igerigi iizerine etkileri.

MDA igerigi (nmol/gr doku)

Altindane Dogu-88

Uygulamalar Kok Govde Kok Govde

KONTROL 0.135+.002¢  0.218+.0019 0.136=+.003? 0.336+.007¢
1.0 mM H,S 0.151+.005  0.213+.004° 0.101+.001° 0.284+0.00¢
1.5 mM H,S 0.167+.002°  0.201+.005¢ 0.142+.0022 0.212+.003¢
150 mM NacCl 0.154+.000°  0.391+.005¢ 0.79+.002¢ 0.469+.004¢
300 mM NacCl 0.251+.006%  0.695+.005° 0.90+.005¢ 0.588+.007"
1.0 H,S+150 NaCl 0.143+.010°¢ 0.247+.002f 0.69+.000¢ 0.451+.007¢
1.0 H,S+300 NaCl 0.133+.004¢  0.510+.0052 0.76+.002" 0.588+.019°
1.5 H,S+150 NacCl 0.131+.002¢  0.311+.003¢  0.091+.002¢ 0.225+.002f
1.5 H,S+300 NaCl 0.169+.003°¢  0.484+.003¢  0.101+.000° 0.823+.0082
KONTROL 0.135+.002¢  0.218+.000¢ 0.136+.002¢ 0.327+.002"
0.5 mM SNP 0.156+.001%¢  0.225+.0009  0.112+.001% 0.228+.009¢
1.0 mM SNP 0.144+.004°  0.349+.004° 0.151+.004¢ 0.248+.005?
150 mM NacCl 0.157+.008™  0.324+.000°  0.295 +.0112 0.469+.004°¢
300 mM NacCl 0.181+.0028  0.412+.002¢ 0.377+.004¢ 0.548+.011¢
0.5 SNP+150 NaCl 0.139+.001¢  0.366+.001¢ 0.177+.007° 0.346+.005¢
0.5 SNP+300 NaCl 0.172+.005  0.588+.0039 0.278+.003f 0.687+.007¢
1.0 SNP+150 NaCl 0.129+.003%  0.238+.000f 0.198+.004¢ 0.266+.006¢
1.0 SNP+300 NacCl 0.140+.002¢  0.451+.004° 0.241+.001°¢ 0.421+.006"

Bir siitundaki ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine

gore (p>0.05) 6nemsizdir. & standart hatay1 ifade eder.
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4.5. NR Aktivitesine Ait Bulgular

4.5.1. H2S uygulamasindan elde edilen veriler

Hem Altindane hem de Dogu-88 c¢esidinde H>S uygulamalarinin her ikisi kontrole
kiyasla NR aktivitesini kok ve govdede artirmistir (P<0.05). Artislar 1.5mMH2S
uygulamasinda daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.7). Her iki bugday cesidinde, tek
basimna tuz uygulamalari, kontrole goére NR aktivitesini kok ve govdede Onemli
seviyelerde (P<0.05) diisiirmiistiir. Diisiisler, koklere gore gévdelerde ve 300 mM tuz
konsantrasyonunda daha belirgin ve daha yiliksek olmustur. H2S+Tuz uygulamalari
incelendiginde, her iki bugday cesidindeH>S uygulamalarinin her ikisi, kontrollerine
gore NR aktivitesini artirmistir (Cizelge 4.7). NR aktivitesindeki artiglar 1.5mM H»2S

uygulamasinda daha belirgin olmustur.

4.5.2. SNP uygulamasindan elde edilen veriler

Hem Altindane hem de Dogu-88 cesidinde SNP uygulamalariin her ikisi kontrole
kiyasla NR aktivitesini kok ve gévdede artirmistir (P<0.05). Artislar genelde 1.5 mM
H2S uygulamasinda daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.7). Her iki bugday cesidinde, tek
basina tuz uygulamalari, kontrole goére NR aktivitesini kok ve govdede Onemli
seviyelerde (P<0.05) diistirmiistiir. Diistisler, koklere gore govdelerde ve 300 mM tuz
konsantrasyonunda daha yiiksek olmustur. H2S+Tuz uygulamalari incelendiginde, her
iki bugday c¢esidinde SNP uygulamalarinin her ikisi, kontrollerine gore, NR aktivitesini
artirmistir (Cizelge 4.7).

NR aktivitesinden elde edilen veriler genel degerlendirildiginde, her iki bugday
cesidinin kok ve govdelerinde, tek basina tuz uygulamalarinin her ikisi NR aktivitesini
onemli Ol¢lide diislirmiistiir. Bu artis tuz konsantrasyonunun artigtyla dogru orantili
artmistir. SNP icerigindeki diisis Altindane c¢esidinde daha belirgin olmustur.NR
aktivitesindeki bu diisiis, govdelerde daha yiiksek olmustur. Ancak, H>S ve SNP
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uygulamalarinin her ikisi tuz stresi altindaki bugday varyetelerinin her ikisinin kok ve

govdelerinde NR aktivitesini artirarak tuz stresi etkisini hafifletmistir.

Cizelge 4.7. H,S (mM NaHS olarak) ve NO (mM SNP olarak) uygulamalarinin NaCl
(mM) stresi altindaki iki bugday varyetesinde NR aktivitesi tizerine etkileri.

NR aktivitesi (EU/gr doku)

Altindane Dogu-88

Uygulamalar Kok Govde Kok Govde

KONTROL 31.13+.348¢ 82.45+1.03¢ 31.13+.817¢ 113.0+ .556¢
1.0 mM H,S 28.94+.296¢ 37.80+1.23¢ 28.94+.1489 69.53+2.12¢
1.5 mM H,S 32.41+.926° 192.1+28.9° 32.41+.767°¢ 134.3+3.38°
150 mM NacCl 38.27+.6772  58.71+1.16% 36.10+.371° 121.3+.416°
300 mM NacCl 28.09+.561°¢ 37.89+.561°¢ 28.03+.897¢% 56.15+1.349
1.0 H,S+150 NaCl 36.24+.456° 239.7+2.16° 40.19+.4672 189.6+1.922
1.0 H2S+300 NaCl 30.55+.148¢ 35.24+.857¢ 28.85+.230°f 44.24+.956"
1.5 H,S+150 NacCl 39.08+.2972 189.3+.555° 31.04+.610% 162.5+1.15°
1.5 H»S+300 NaCl 41.64+1.242 33.05+.411¢ 31.04+.622% 65.38+.687f
KONTROL 30.90+.868¢ 81.95+.573f 30.49+.653? 49.76+.4189
0.5 mM SNP 33.05+.476¢f 143.9+1.25¢ 25.11+.184¢ 71.36+1.36¢
1.0 mM SNP 37.61+.271¢ 194.4+1.23° 30.13+1.10° 82.99+.406¢
150 mM NacCl 45.65+.709° 188.5+1.82¢ 32.41+.549? 134.23+.871°
300 mM NacCl 31.22+.3629 88.30+.82°f 28.76+.178" 61.90+1.18f
0.5 SNP+150 NaCl  42.82+.766° 252.946.328 21.91+.419f 165.0+£1.228
0.5 SNP+300 NaCl  30.11+.663% 46.02+.119 27.21+.338% 45.83+.881"
1.0 SNP+150 NaCl ~ 37.38+.610¢ 91.77+.79¢ 26.20+.292¢% 84.50+1.21°
1.0 SNP+300 NaCl  32.34+.963¢ 47.66+.529 30.86+.508% 44.55+1.03'

Bir siitundaki ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine

gore (p>0.05) onemsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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4.6. NiR Aktivitesine Ait Bulgular

4.6.1. H2S uygulamasindan elde edilen veriler

Altindane ¢esidinde H2S uygulamalarinin her ikisi kontrole kiyasla, NiR aktivitesini
kokte artirmis, ancak govdede disiirmiistir (P<0.05). Dogu-88 cesidinde, ayni
uygulamalar kok ve govdenin her ikisinde NiR aktivitesinikontrole gore artirmistir
(Cizelge 4.8). Tek basina tuz uygulamalarinda, Altindane ¢esidinde150 ve 300 mM tuz,
kok ve govdede NiR aktivitesini diigiirmiis, ancak ilging olarak Dogu-88 ¢esidinin kok
ve govdesinde artirmistir. H2oS+Tuz uygulamalari incelendiginde, her iki bugday
¢esidindeH>S uygulamalarinin her ikisi, tuz kosullarinda, kontrollerine goére, NiR
aktivitesini artirmistir (Cizelge 4.8). Bu kosullarda NiR aktivitesini artirmada H2S

konsantrasyonlar1 arasinda belirgin bir fark goriilmemistir.

4.6.2. SNP uygulamasindan elde edilen veriler

Hem Altindane hem de Dogu-88 cesidinde SNP uygulamalarinin her ikisi kontrole
kiyasla NiR aktivitesini kok ve govdede genelde artirmistir (P<0.05) (Cizelge 4.8). Tek
basina tuz uygulamalarinda, Altindane ¢esidinde 150 ve 300 mM tuz, kokte artirmus,
ancak govdede NiR aktivitesini diislirmiistiir. Dogu-88 ¢esidinin kok ve gdvdesinde
genelde artirmistir. HoS+Tuz uygulamalar incelendiginde, her iki bugday cesidinde
SNP uygulamalarinin her ikisi, tuz kosullarinda, kontrollerine gére, NiR aktivitesini
artirmistir  (Cizelge 4.8). Bu kosullarda NiR aktivitesini artirmada SNP

konsantrasyonlari arasinda belirgin bir fark goriilmemistir.

NiR aktivitesinden elde edilen veriler genel degerlendirildiginde, tek basina tuz
uygulamalarinda, Altindane g¢esidinde tuz, NiR aktivitesini kokte artirmis, ancak
govdede diistirmiistiir. Dogu-88 c¢esidinin kok ve gdvdesinde genelde artirmistir. Bu
bulgulara gore Altindane’ye gore daha dayanikli bir cesit olan Dogu-88’de aktiviteyi

her iki dokuda artirmistir. Ancak, H2S ve SNP uygulamalarinin her ikisi tuz stresi
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altindaki bugday varyetelerinin her ikisinin kok ve govdelerinde NiR aktivitesini

genelde artirarak tuz stresi etkisini hafifletmistir.

Cizelge 4.8. H>S (Mm NaHS olarak) ve NO (mM SNP olarak) uygulamalarinin NaCl
(mM) stresi altindaki iki bugday varyetesinde NiR aktivitesi iizerine etkileri.

NiR aktivitesi (EU/mg doku)

Altindane Dogu-88

Uygulamalar Kok Govde Kok Govde
KONTROL 318.00+11.4%  379.06+01.8° 348.45+06.5° 250.07+09.42
1.0 mM H,S 494.75+03.3¢ 238.20+12.9¢ 499.68+16.0° 326.73+18.2%
1.5 mM H,S 332.16+13.52 332.21+08.4¢ 391.88+11.8° 413.57£13.1°
150 mM NacCl 329.23+18.0°  355.40+03.9%  329.17+09.1° 304.35+09.1¢
300 mM NacCl 293.54+07.2¢ 362.43+06.62 366.11+09.2° 286.63+06.3%°
1.0 H»S+150 NaCl 414.94+15.4f 408.09+15.12 386.55+05.9¢ 406.99+09.4%
1.0 H,S+300 NaCl 423.80+11.4f 373.30+09.02 393.65+04.72 396.22+03.1°
1.5 H»S+150 NaCl 373.07+11.6°  394.53+07.1%  339.88+07.8 344.26+13.0°
1.5 H»S+300 NaCl 469.91+16.5°  294.13+11.5"  359.52+05.39 418.07+£01.32
KONTROL 346.86+07.8° 383.43+03.9° 347.43+.64¢ 250.0442.2°f
0.5 mM SNP 389.73+04.3¢ 383.07+10.7° 396.27+9.6% 338.78+7.7™
1.0 mM SNP 344.72+07.1¢ 381.98+12.4° 405.25+4.3¢ 322.98+5.0%
150 mM NacCl 384.66+11.8% 398.96+7.6% 335.84+6.7° 312.75+9.1¢%
300 mM NacCl 356.17+10.9% 332.11+47.3¢ 328.95+8.5% 277.32+£3.59
0.5 SNP+150 NaCl 421.46+05.72 375.3146.0° 356.53+6.1% 318.1946.4%
0.5 SNP+300 NaCl 335.90406.3° 432.47+14.42 346.80+5.2° 391.01+3.5%
1.0 SNP+150 NaCl 415.62+14.32 390.37+15.5¢ 375.35+7.32 364.17+7.7%
1000 SNP+300 NaCl 375.53+47.4¢ 393.17+8.3% 332.23+8.7¢ 361.79+3.7%

Bir siitundaki ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine

gore (p>0.05) 6nemsizdir. & standart hatay1 ifade eder.
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4.7. GS Aktivitesine Ait Bulgular

4.7.1. H2S uygulamasindan elde edilen veriler

Tek basina HzS uygulamalarinda, 1 mM HzSuygulamasi, Altindane ve Dogu-88
cesidinde kontrole kiyasla, GS aktivitesini kok ve govdede diistiriirken, 1.5 mM H»S
artirmistir (Cizelge 4.9). Tek basina tuz uygulamalarinda, her iki ¢esitte 150 ve 300
mM tuz, kok ve govdede GS aktivitesini kontrole gore genelde diisiirmiistiir (Cizelge
4.9). H2S+Tuz uygulamalari incelendiginde, Altindane g¢esidinde H2S uygulamalarinin
her ikisi, tuz kosullarinda, kontrollerine goére, GS aktivitesini genelde artirmistir
(Cizelge 4.9). Bu kosullarda GS aktivitesini artirmada 1.5 mM H2S 6zellikle 300 mM
tuzda daha belirgin olmustur.

4.7.2. SNP uygulamasindan elde edilen veriler

Hem Altindane hem de Dogu-88 ¢esidinde SNP uygulamalarinin her ikisi kontrole
kiyasla GS aktivitesini kok ve govdede genelde diisiirmiistiir (P<0.05) (Cizelge 4.9).
Tek bagina tuz uygulamalarinda, her iki ¢esitte 150 ve 300 mM tuz, kok ve govdede GS
aktivitesini kontrole gore genelde diistirmiistiir (Cizelge 4.9). H2S+Tuz uygulamalari
incelendiginde, her iki bugday c¢esidinde SNP uygulamalarinin her ikisi, tuz
kosullarinda, kontrollerine gore, GS aktivitesini artirmistir (Cizelge 4.9). Bu kosullarda
GS aktivitesini artirmada SNP konsantrasyonlar1 arasinda 1 mM SNP daha etkin

olmustur.

GS aktivitesinden elde edilen veriler genel degerlendirildiginde, tuz uygulamalari, her
iki cesitte tuz stresi, kok ve govdede GS aktivitesini kontrole gore genelde diisiirmiistiir.
Dogu-88 c¢esidinin kok ve govdesinde genelde artirmistir. Ancak, H>S ve SNP
uygulamalarmin her ikisi tuz stresi altindaki bugday varyetelerinin her ikisinin kdk ve

govdelerinde GS aktivitesini genelde artirarak tuz stresi etkisini hafifletmistir.
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Cizelge 4.9. H,S (mM NaHS olarak) ve NO (mM SNP olarak) uygulamalarinin NaCl
(mM) stresi altindaki iki bugday varyetesinde GS aktivitesine etkileri.

GS Aktivitesi (EU/gr doku)

Altindane Dogu-88

Uygulamalar Kok Govde Kok Govde

KONTROL 6.34+0.00% 58.03+0.003¢ 20.69+0.006? 53.34+0.001°
1.0 mM H,S 3.9940.00¢ 50.41+0.003¢ 14.51+0.002° 48.43+0.006"
1.5 mM H,S 10.02+0.00° 73.82+0.003? 22.82+0.001° 62.49+0.0022
150 mM NaCl 6.83+0.00° 66.99+0.004320¢ 8.56+0.0012 44.44+0.008%
300 mM NacCl 2.98+0.00° 39.31+0.002%¢ 13.86+0.003¢ 39.07+0.001%¢
1.0 H,S+150 NaCl 4.91+0.00° 70.20+0.0022 10.24+0.003¢ 58.46+0.002°
1.0 H>S+300 NaCl 3.13+0.00¢f 68.06+0.0042° 18.96+0.001°¢ 52.27+0.002°
1.5 H,S+150 NaCl 8.14+0.00? 75.74+0.009? 13.20+0.004¢ 63.37+£0.0172
1.5 H,S+300 NaCl 3.85+0.001f 73.82+0.039? 15.97+0.001¢ 46.30+0.003°
KONTROL 6.62+0.001" 55.86+0.0069 20.77+0.001¢ 53.74+0.005¢
0.5 mM SNP 5.97+0.007¢ 51.85+0.002%¢ 20.99+0.001¢ 58.09+0.004¢
1.0 MM SNP 6.89+0.0022¢ 54.59+0.001¢ 18.14+0.00? 64.42+0.002c
150 mM NaCl 4.96+0.004% 51.21+0.002%¢ 10.03+0.004° 51.69+0.005¢
300 mM NacCl 4.89+0.001%¢ 37.34+0.000f 5.33+0.001° 43.77+0.021¢
0.5 SNP+150 NaCl 9.60+0.0012 52.90+0.002° 12.13+0.02¢f 66.62+0.003?
0.5 SNP+300 NaCl 5.76+0.002¢ 48.43+0.002¢ 4.91+0.004 51.85+0.005¢
1.0 SNP+150 NaCl 8.32+0.0032¢ 67.64+0.0042 7.25+0.00f 68.73+0.003b
1.0 SNP+300 NaCl 7.04+0.001 49.93+0.005% 6.83+0.002¢ 61.48+0.001°

Bir siitundaki ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine
gore (p>0.05) dnemsizdir. + standart hatay ifade eder.
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4.8. GOGAT Aktivitesine Ait Bulgular

4.8.1. H2S uygulamasindan elde edilen veriler

Tek basma H>S uygulamalarinda, 1 mM H3S uygulamasi, Altindane ve Dogu-88
cesidinde kontrole kiyasla, GOGAT aktivitesini genelde diisiiriirken, 1.5 mM H»S
artirmistir (Cizelge 4.10). Tek basina tuz uygulamalarinda, her iki ¢esitte 150 ve 300
mM tuz, kok ve govdede GOGAT aktivitesini kontrole gore genelde artirmistir (Cizelge
4.10). H2S+Tuz uygulamalari incelendiginde, Altindane ¢esidindeH2S uygulamalarinin
her ikisi, tuz kosullarinda, kontrollerine goére, GS aktivitesini genelde artirmistir
(Cizelge 4.10). Bu kosullarda GS aktivitesini artirmada 1.5 mM HzS 6zellikle 300 mM
tuzda daha belirgin olmustur. Dogu-88 ¢esidinde ise ayn1 uygulamalar kokte aktiviteyi

diisiiriirken, gévdede artirmistir.

4.8.2. SNP uygulamasindan elde edilen veriler

Altindane ¢esidinde SNP uygulamalariin her ikisi kontrole kiyasla GOGAT
aktivitesini kokte artirmis, govdede ise genelde diisiirmiistiir (P<0.05) (Cizelge 4.10).
Dogu-88 cesidinde ise ayni uygulamalar kok ve govdede aktiviteyi diisiirmiistiir. Tek
basina tuz uygulamalarinda, her iki cesitte 150 ve 300 mM tuz, kok ve gdovdede
GOGAT aktivitesini kontrole gore genelde artirmistir (Cizelge 4.10). SNP+Tuz
uygulamalar incelendiginde, Altindane ¢esidinde SNP uygulamalarinin her ikisi, tuz
kosullarinda, kontrollerine gore, GS aktivitesini kokte artirmistir. Govdede ise ayn
uygulamalar 6zellikle 150 mM tuz kosullarinda aktiviteyi artirmistir (Cizelge 4.10).
Dogu-88’de ise SNP uygulamalart GOGAT aktivitesi lizerinde kokte anlamli (P>0.05)

etki gostermezken, govdede aktiviteyi artirmistir.

GOGAT aktivitesinden elde edilen veriler genel degerlendirildiginde, tuz uygulamalari,
her iki gesitte tuz stresi, kok ve govdede GOGAT aktivitesini kontrole gore genelde
artirmigtir.  H2S+Tuz uygulamalart incelendiginde, Altindane ¢esidinde H2S

uygulamalarinin her ikisi, tuz kosullarinda, kontrollerine gore, GS aktivitesini genelde
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artirmigtir. Bu kosullarda GS aktivitesini artirmada 1.5 mM H»S o6zellikle 300 mM
tuzda daha belirgin olmustur. Dogu-88 ¢esidinde ise ayn1 uygulamalar kokte aktiviteyi
disiiriirken, govdede artirmistir. SNP+Tuz uygulamalar1 incelendiginde, Altindane
cesidinde SNP uygulamalarinin her ikisi, tuz kosullarinda, GS aktivitesini kokte
artirmigtir. Dogu-88’de ise SNP uygulamalarit GOGAT aktivitesi lizerinde kdkte anlaml

etki gostermezken, govdede aktiviteyi artirmistir.



Cizelge 4.10. H>S (mM NaHS olarak) ve NO (mM SNP olarak) uygulamalarinin NaCl
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(mM) stresi altindaki iki bugday varyetesinde GOGAT aktivitesine etkileri.

GOGAT Aktivitesi (EU/gr doku)

Altindane Dogu-88
Uygulamalar Kok Govde Kok Govde
KONTROL 3.86+.00° 15.01+.00% 4.93+.00° 17.15+.00
1.0 mM H,S 3.43+.00 15.01+.00¢ 3.86+.009 4.72+.00°
1.5 mM H,S 4.50+.00°% 15.01+.00°c 3.86+.00° 20.58+.00¢
150 mM NaCl 4.93+.00? 15.86+.00P 7.93+.00° 19.72+.00¢
300 mM NaCl 4.93+.00 15.29+.00bcd 6.00+.00¢ 14.15+.00¢
1.0 H,S+150 NaCl 5.15+.00? 24.01+.00P 6.43+.00° 28.30+.00P
1.0 H.S+300 NaCl 5.57+.00? 25.72+.002 4.29+.00 17.58+.00f
1.5 H,S+150 NaCl 5.36+.00° 18.44+,00bcd 5.14+.00? 27.01+.00¢
1.5 H,S+300 NaCl 5.50+.00° 24,01+.00% 4.29+.00 27.87+.00¢
KONTROL 3.92+.00° 15.72+.00" 4.72+.00¢ 16.01+.00<
0.5 mM SNP 7.50+.00% 8.57+.009 3.86+.00% 9.00+.00f
1.0 mM SNP 8.57+.00%® 7.72+.00° 3.86+.00% 17.72+.00¢
150 mM NacCl 4.50+.002 14.14+.00b¢ 5.36+.00° 14.29+.00°¢
300 mM NaCl 4.57+.00% 15.57+.00f 6.65+.00? 12.86+.00¢
0.5 SNP+150 NaCl 10.29+.002 15.86+.002 4.50+.00° 18.44+.00°
0.5 SNP+300 NaCl  9.86.00% 10.72+.00« 6.43+.00? 17.58+.00P
1.0 SNP+150 NaCl  4.72+.00% 18.44+.00P 4.29+.00° 17.58+.00P
1.0 SNP+300 NaCl 9.22+.00% 10.72+.00¢ 6.43+.00? 27.87+.009

Bir siitundaki ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine

gore (p>0.05) dnemsizdir. + standart hatay ifade eder.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkilerde en 6nemli metabolik yollarindan biri azot metabolizmasidir. Bitkiye alinan
inorganik azot formlar1 (NOs™ ve NH4"), asimile edilerek organik azot formlarina (amino
asitlere) dondistiiriiliir. Bu nedenle azot metabolizmasinmi etkileyen herhangi bir faktor,
metabolizmanin tiimiinii etkiler ve bitki yasaminda 6nemli sonuglar doguracaktir (Wang
et al. 2012). Tuz stresi cevap mekanizmalari ile ilgili ¢alismalar, giiniimiizde yogun bir
sekilde artmaktadir. Ancak, tuz (NaCl) stresinin bitkide azot metabolizmasi iizerine
etkilerini agiklayan herhangi bir c¢alisma bulunmaktadir. Azot metabolizmasi bitki
yasami icin temel biyokimyasal siiregleri icerir. Ornegin, azot metabolizmasinda
herhangi bir problemin olusmasi, protein sentezinden hiicre boliinmesine ve sonugta
bitkisel verime kadar biitiin bitki siire¢lerini dogrudan veya dolayli olarak etkiler (Wang
et al. 2012; Akhtar et al. 2013). Bu nedenle, tuz stresi kosullarinda bitki azot
metabolizmasi cevabinin bilinmesi ve bitkide tuz stresi etkilerinin iyilestirilmesi
onemlidir. Bugday (Triticum aestivum L.) diinyada besin kaynaklarinin basinda gelir ve
bitki biyolojisinde aragtirmalar i¢in model bir organizmadir. Bu ¢alismada, ekzojen NO
ve H2S uygulamasinin, tuz stresi altindaki bugdayin iki varyetesinde biiylime-gelisme
parametreleri (kok-govde uzunlugu, kuru ve yas agirlik, protein ve fotosentetik pigment
icerigi, lipid peroksidasyonu) ve azot metabolizmas: enzimleri (NR, NiR, GS ve
GOGAT) tiizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Calismada genel streslere
duyarli ve toleransh iki bugday ¢esidi (toleransli olarak Dogu-88, duyarli olarak
Altindane) kullanilarak, g¢esitlerin tuz stresi cevaplari da belirlenmistir. Calisma amaci
dogrultusunda, bugday fideleri sicaklik kontrolii (24/20°C, giindiiz/gece) bir iklim
kabininde hidroponik sistemde biiyiitilmiistiir. Sonra, 10 giinliik fidelerin yapraklarina
H2S donoérii olarak NaHS (1 ve 1.5 mM) ve NO donérii olarak SNP (0.5 ve 1 mM)
uygulandi. Bu islemden sonra hidroponik ortama NaCl (150 ve 300 mM) uygulamasi
yapildi. Uygulamadan 4 giin sonra, fidelerin kok ve govdeleri hasat edildi ve bu

ornekler deneysel materyal olarak kullanildi.
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5.1. Kok- Govde Uzunluk, Yas -Kuru Agirhik Bulgularinin Degerlendirilmesi

Tek basina H>S ve SNP uygulamasi bugdayin strese hassas ¢esidinde (Altindane) bitki
biiyiimesi parametrelerinin hemen hepsini kontrole gore artirmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2).
Ayrica her iki varyetede tuz uygulamalarinda kok kuru agirlhign diiserken, kok uzunlugu
artmistir. HoS+tuz ve SNP+tuz uygulamalarinda, tuz stresi etkisiyle azalan kuru agirlik
artirtlarak iyilestirilmis ve kok uzunlugu ise diistiriilmiistiir (Cizelge 4.1 ve 4.2). Tuz
stresinde bitki kuru agirligimin distiigiinii gosteren pek c¢ok c¢alisma bulunmaktadir
(Turkmen et al. 2000; Aydin ve Atict 2013). Ancak ¢alismamizda tuz uygulamalar
bugdayin her iki ¢esidinde kok ve gdvdenin kuru agirligini diisiiriirken, ilging olarak
govde uzunlugunu diistirmiis ve kok uzunlugunu artirmistir. Literatiirde genelde toprak
kosullarinda (saksi) yapilan caligmalarda tuzun kék ve govde uzunlugunu azalttigi
belirlenmistir (Aydin ve Atict 2013). Ancak bizim ¢alismamizda hidroponik sistemde
yapildigindan dolayi, tek basina tuz kosullarinda bitki strese bir cevap olarak daha fazla
su alabilmek i¢in kok uzunlugunu artirmig olabilir. Bu bilgi literatiir i¢in yeni olup

baska caligmalarla desteklenmeye ihtiyaci vardir.

5.2. Coziinebilir Protein Miktarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Tek basina H>S ve NO uygulamalari, kok ve govdede ¢oziinebilir protein miktarini,
bugdayin Altindane c¢esidinde artmig, ancak Dogu-88 cesidinde kontrol grubuna gore
protein miktarin1 kokte artirirken, gévdede ise diisiirmiistiir (Cizelge 4.3). H2S’nin S-
stilfhidrasyon yoluyla ¢ok sayida proteindeki sisteinleri fizyolojik olarak modifiye ettigi
ve bu nedenle, siilfhidrasyonun proteinlerin fizyolojik bir post-translasyonel
modifikasyonu gibi goriindiigii iddia edilmistir (Mustafa et al. 2017). ilave olarak
H2S’nin igsel protein igerigini artirdigr da gosterilmistir (Zou et al. 2019). NO’nun da
bitkilerde protein igerigini artirdigi gosteren deliller vardir (Wendehenne et al. 2004).
Tuz uygulamalar1 da (150 ve 300 mM) kontrole gbre protein miktarin1 kok ve gévdede
artmigtir. Literatiirde birgok bitkide tuz stresinde igsel protein miktariin distiigi ileri
stiriilse de bazi c¢aligmalarda ise tuz stresinde i¢sel protein yogunlugunun arttigi

belirlenmistir (Win and Oo 2017). Biz bunu tuz stres kosullarinda su miktarinin
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azalmasina ve deney yapilirken kontrole gore alinan doku G6rneginin miktarinin daha
fazla olmasina baglamaktayiz (Cizelge 4.3). Ancak tuz stresine maruz bitkilerde H2S
uygulamalar1 (H2S+tuz), kontrollerine gore (tek basina tuz uygulamasi) protein igerigini
genelde her iki varyetenin dokularinda diisiirmiistiir (Cizelge 4.3). SNP uygulamasindan
elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde, tuz uygulamalar1 bugdayin her iki
cesidinde ¢Oziinebilir protein miktarini artirmistir (Cizelge 4.3). Tuz stresi altindaki
bitkilerde toplam ¢oziinebilir protein igerigini gosteren pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir
(Parvaiz and Satyawati 2008; Zheng et al. 2010). Ancak tuz stresine maruz bitkilerde,
HoS (H2S+tuz) ve SNP (NO+tuz) uygulamalari, kontrollerine gore (tek basina tuz
uygulamasi) protein igerigini genelde her iki varyetenin dokularinda diislirmiistiir
(Canake1 ve Munzuroglu 2004). Yani HoS ve SNP uygulamalari tuz stresinden kaynakli

protein yikimini durdurmustur.

5.3. Fotosentetik Pigment Miktarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Bugdayin her iki ¢esidinde, kontrolleriyle kiyaslandiginda, Kla, Klb, total klorofil ve
karotenoid miktarlari, tek bagina H2S ve SNP uygulamalar tarafindan artmistir (Cizelge
4.4-5). Birgok calismada NO ve H2S’in bitkilerde klorofil igerigini iyilestirdigi
gosterilmistir (Lazalt et al. 1997; Mostofa et al. 2015). Tek basina tuz uygulamasi ise
her iki bugday cesidinde 6zellikle Kla, Klb ve total klorofil igerigini diisiirmiistiir. Bu
diistisler Dogu-88°de daha giiglii olmustur. Tuz stresinin fotosentetik pigment miktarini
diistiigiinii gosteren bazi c¢alismalar bulunmaktadir (Sairam and Srivastava 2002;
Molazem et al. 2010). Ancak, bizim ¢alismalara gore karotenoid igerigi ise tuzun
etkisiyle ozellikle Altindane cesidinde artmis, dogu-88’de ise hafif diisme egilimi
gostermistir (Cizelge 4.4-5). Ancak tuz stresi kosullarinda uygulanan HS, Klorofil
igerigini Ozellikle Dogu-88’de artirmistir (Cizelge 4.5). Altindane’de H2S’nin bu
olumlu etkisi goriilememistir. Buna karsilik SNP uygulamalar1 her iki bugday cesidinde
tuz kosullarinda (150 ve 300 mM) klorofil igerigini artirmis ve bitkide tuz stres
kosulunda bir iyilesme saglayabilmistir. Bu durum, ‘tuzlu kosullarda biiyiiyen bitkilerin
yapraklar1 kii¢iik, rengi de koyu yesildir’ ifadesini kullanan Mangal ve Lal (1990)’in
tespitleriyle uyusmaktadir. Ancak karotenoidler iizerinde her iki gesitte, HoS ve SNP
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uygulamalari, kontrollerine gore tuz kosullarinda belirgin bir etki sergileyememistir

(Cizelge 4.4-5).

5.4. MDA Icerigine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Altindane ¢esidinde H2S uygulamalar1 kontrole kiyasla MDA igerigini kok ve govdede
artirmig, ancak Dogu-88’de genelde diisiirmiistir. SNP uygulamalar1 ise kontrole
kiyasla MDA igerigini her iki varyetenin kok ve govdesinde artirmistir (Cizelge 4.6).
Tek basina tuz uygulamalar1 her iki bugday c¢esidinin kok ve govdelerinde MDA
icerigini artirmistir (Cizelge 4.6). Bu artis tuz konsantrasyonunun artistyla dogru orantili
olmustur. MDA igerigindeki artista varyete farki c¢ok belirgin olmamistir. MDA
igerigindeki artis govdelerde daha yiiksek olmustur. Tuz stresinin LPO seviyesini
(MDA olarak) artirdig ile ilgili olarak ¢ok sayida bilgi bulunmaktadir (Lutts et al. 1996;
Sivritepe ve Eris 1999; Sairam and Srivastava 2002; Mostofa et al. 2015). Ancak, H.S
ve SNP uygulamalarinin her ikisi tuz stresi altindaki bugday varyetelerinin kok ve
govdelerinde MDA igerigini distiirmiistiir (Cizelge 4.6). Bazi ¢alismalar bizim sonucu
desteklemektedir (Dolatabadian et al. 2008; Mostofa et al. 2015). MDA seviyesi HS ve
SNP uygulamalarinda tuz uygulamalarma goére diiserek (%50’nin ilizerinde) iyilesme

saglamistir.

5.5. NR Aktivitesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Her iki bugday cesidinde H2S ve SNP uygulamalar1 kontrole gére NR aktivitesini kok
ve govdede artirmistir. Artislar genelde 1.5 mM H2S uygulamasinda daha yiiksek
olmustur (Cizelge 4.7). NO’nun SNP olarak bitkide NR aktivitesini artirdigini gésteren
kisith ¢alima bulunmaktadir (Dong et al. 2014; Balotf et al. 2018). Tek basina tuz
uygulamalarinin her ikisi her iki bugday cesidinin kok ve govdelerinde, NR aktivitesini
Oonemli dl¢iide diistirmiistiir (Cizelge 4.7). NR aktivitesindeki bu diisiis, govdelerde daha
yiiksek olmustur. Elde ettigimiz bu veriyi destekleyen bazi ¢alismalar bulunmaktadir.
Ornegin tuzluluk kosullarinda yetisen pamuk fidelerinde de tuz stresi NR aktivitesini

diistirmiistiir (Dong et al. 2014). Ayrica, yapilan bir ¢alismada kontrol bitkilerinde
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yapraklardaki NR aktivitesi yiiksekken, tuz uygulanmig bitkilerde ise diisiis gostermistir
(Abdelbaki et al. 2000). Bu artis tuz konsantrasyonunun artisiyla dogru orantilt
artmistir. Ancak, H2S ve SNP uygulamalarmin her ikisi tuz stresi altindaki bugday
varyetelerinin her ikisinin kok ve govdelerinde NR aktivitesini artirarak tuz stresi
etkisini hafifletmistir. Bu enzimin tuzluluk kosullarinda SNP ve H2S uygulamasi ile
nasil degistigini gosteren cok az c¢alisma bulunmaktadir. Oregin Dong vd (2014)
yaptiklar1 ¢alismada NO’nun tuz stresi ile diisen NR aktivitesini artirtarak iyilestirdigi
ileri surilmustir. Ancak H2S’nin tuz kosullarinda NR aktivitesi tizerinde etKisini
gosteren herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bizim bulgularimiz literatiir igin
onemli bir kaynak olacaktir. NO ve H»S ile NR aktivitesinin tuz kosullarina gore
iyilestirilmesi olduk¢a 6nemli bir olaydir. Cilinkii tuz NR aktivitesini diistirdiigiinde
asimile edilemeyen i¢sel NOgs™ bitki sitoplazma ve vakouliinde birikecek ve bitki azot

eksikligi cekecektir.

5.6. NiR Aktivitesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Altindane ¢esidinde H2S uygulamalarmin her ikisi kontrole kiyasla, NiR aktivitesini
kokte artirmis, ancak govdede diisiirmiistiir. Dogu-88 cesidinde ise kontrole gore
artirmistir (Cizelge 4.8). SNP uygulamalar1 da NiR aktivitesini kok ve govdede genelde
artirmistir (Cizelge 4.8). Bu iki sinyal bilesigin NiR aktivitesini gosteren literatiir verisi
bulunmamaktadir. Ancak NO’nun SNP olarak NiR aktivitesini kok ve govdede
artirmast onemlidir. Hiicrede NiR artis1, toksik olan ve NR aktivitesinin Uriinii olan
nitritin (NO2") hiicrede hizli bir sekilde NH4"e indirgenmesine neden olmaktadir.
Hiicrelerde NO; artis1 asir1 yiiksek reaktif azot bilesiklerinin olugmasina neden
olmaktadir (Balotf et al. 2018). Tek basmna tuz uygulamalarinda, Altindane ¢esidinde
NiR aktivitesi kokte artmig, ancak govdede diigsmiistiir. Dogu-88 c¢esidinin kok ve
govdesinde ise genelde artmistir (Cizelge 4.8). Bu bulgulara gore Altindane’ye gore
daha dayanikli bir ¢esit olan Dogu-88’de aktiviteyi her iki dokuda artirmistir (Cizelge
4.8). Tuzun NiR aktivitesi iizerine literatiirde celiskili veriler bulunmaktadir. Ornegin
domateste tuzun NiR aktivitesi lizerinde 6zellikle ilk 3 giinde anlamli bir etki yapmadig1

gbzlenmistir (Debouba et al. 2007). Ancak tuzluluk hassas piring ¢esitlerinin fidelerinde
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NiR aktivitesini artirirken, toleranslida kok NiR aktivitesinde inhibisyon goézlenmistir
(Katiyar and Dubey 1992). Bizim ¢alismamizda ise dayanikli ¢esit tuz kosullarinda NiR
aktivitesini artirmistir. H2S ve SNP uygulamalarinin her ikisi tuz stresi altindaki bugday
varyetelerinin kok ve govdelerinde NiR aktivitesini genelde artirarak tuz stresi etkisini
hafifletmistir. H2S ve SNP tuz kosullarinda NR aktivitesi iizerinde etkisini gosteren
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim bulgularimiz literatiir i¢in 6nemli bir
kaynak olacaktir. NO ve H2S ile NiR aktivitesinin tuz kosullarina gore iyilestirilmesi
oldukca onemli bir olaydir. Ciinkii tuz NiR aktivitesini diisiirdiiglinde asimile
edilemeyen i¢gsel NO> bitki sitoplazma ve vakouliinde birikecek ve bitkide toksik etki
yapacaktir.

5.7. GS Aktivitesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Tek basina H2S uygulamalarinda, 1 mM H2S uygulamasi, Altindane ve Dogu-88
cesidinde kontrole kiyasla, GS aktivitesini kok ve govdede diistiriirken, 1.5 mM H»S
artirmistir (Cizelge 4.9). SNP uygulamalari ise her iki ¢esitte GS aktivitesini kok ve
govdede genelde disiirmiistiir (Cizelge 4.9). Bugday fideleri lizerinde yapilan bir
calismada (Balotf et al. 2018) SNP uygulamasinin bazi azot uygulamalari ile birlikte GS
aktivitesini diisiirdiigli gosterilmistir. Tuz uygulamalari, her iki ¢esitte tuz stresi, kok ve
govdede GS aktivitesini kontrole gore genelde diistirmiistiir (Cizelge 4.9). Ancak, H»S
ve SNP uygulamalarinin her ikisi tuz stresi altindaki bugday varyetelerinin kok ve
govdelerinde GS aktivitesini genelde artirarak tuz stresi etkisini hafifletmistir. H2S ve
SNP, tuz kosullarinda GS aktivitesi tizerinde etkisini agiklayan herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bizim bulgularimiz literatiir icin 6nemli bir kaynak olacaktir. NO ve
H2S ile GS aktivitesinin tuz kosullarina gore iyilestirilmesi olduk¢a dnemli bir olaydir.
GS aktivitesinin artis1 bitkide tuz toksisitesinin yatigtirilmasina Onemli katki
yapmaktadir. GS amonyumun asimilasyonunu artirarak hem aminoasit gereksinimini

tyilestirmekte hem de amonyum birikimini 6nlemektedir.
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5.8. GOGAT Aktivitesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Tek basmma 1 mM H»S uygulamasi, Altindane ve Dogu-88 ¢esidinde kontrole kiyasla,
GOGAT aktivitesini genelde diisiiriirken, 1.5 mM H»S artirmistir (Cizelge 4.10). SNP
uygulamalar1 Altindane ¢esidinde GOGAT aktivitesini kokte artirmis, govdede ise
genelde disiirmiistiir. Dogu-88 c¢esidinde ise aymi uygulamalar kok ve govdede
aktiviteyi distirmustiir (Cizelge 4.10). Bulgularimiza gére NO ve H2S uygulamalari
konsantrasyona ve bitki organina gore GOGAT f{izerinde farkli etki yapmuistir. Son
yillarda bugday (Balotf et al. 2018) ve Brassica’da (Brassica juncea L.) (Praveen et al.
2019) yapilan galismalarda SNP’nin GOGAT aktivitesini artirdigr belirlenmistir. Ancak
H>S ile ilgili bir veriye rastlanilmamistir. Tuz uygulamalari ise her iki ¢esitte, kok ve
govdede GOGAT aktivitesini kontrole gore genelde artirmuistir (Cizelge 4.10). Bazi
caligmalar GOGAT aktivitesinin tuz stresinden olumsuz etkilendigi ileri siirtilmiistiir
(Chakrabarti and Mukherji 2003). Bizim ¢alismamizda yukarida (5.7.) tuz etkisiyle GS
aktivitesinin diistiigii belirlenmistir. Bu durum ortamda amonyum birikimine neden
olacaktir. Amonyum birikmesi daha fazla 2-oxoglutarat kullanilmasina ve GOGAT
aktivitesinin artmasina neden olabilir. Bizim bulgularimiza benzer olarak bir tiiriin tuza
duyarl ¢esidinde GOGAT aktivitesi diiserken toleransli olanlarda arttig1 rapor edilmistir
(Garg and Gupta 2011). HoS+Tuz uygulamalari incelendiginde, Altindane ¢esidinde
H2S uygulamalari, tuz kosullarinda, GOGAT aktivitesini genelde artirmistir (Cizelge
4.10). Bu kosullarda GOGAT aktivitesini artirmada 1.5 mM HzS 6zellikle 300 mM
tuzda daha belirgin olmustur. Dogu-88 cesidinde ise ayn1 uygulamalar kokte aktiviteyi
diisiiriirken, govdede artirmistir (Cizelge 4.10). SNP+Tuz uygulamalar1 incelendiginde,
Altindane c¢esidinde SNP uygulamalarinin her ikisi, tuz kosullarinda, GOGAT
aktivitesini kokte artirmistir. Dogu-88’de ise SNP uygulamalart GOGAT aktivitesi

tizerinde kokte anlamli etki gostermezken, govdede aktiviteyi artirmistir.
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Sonuc:

Bu ¢alismada, ekzojen nitrik oksit (NO) ve hidrojen siilfiiriin (H2S), tuz (NaCl) stresi
altindaki bugday (Triticum aestivum L.) varyetelerinde (Altindane ve Dogu-88),
bliylime-gelisme parametreleri ve azot metabolizmasi tizerindeki etkileri aragtirilmistir.

Caligmadan elde edilen 6nemli bulgular asagida 6zetlenmistir.

1. Tuz tresi bugdayin caligilan iki varyetesinde biiylime ve gelisme parametrelerini
diistirmustiir. Ancak H2S ve NO uygulamasi tuz stresine maruz kalan bugday
fidelerinde bu etkiyi genelde yatistirabilmistir.

2. Tuz tresi bugdayin calisilan iki varyetesinde biyokimyasal parametrelerden 6zellikle
klorofil igerigini diisiirirken, MDA igerigini artirarak toksik bir etki yapmustir.
Ancak HzS ve NO uygulamasi tuz stresine maruz kalan bugday fidelerinde bu toksik
etkiyi iyilestirebilmistir.

3. Tuz tresi bugdaymn calisilan iki varyetesinde azot metabolizmasinda rol alan NR,
NiR, GS aktivitelerini genelde diisiiriirken, GOGAT aktivitesini artirmistir. Ancak
H2S ve NO uygulamasi tuz stresine maruz kalan bugday fidelerinde bu enzim
aktivitelerini genelde artirmis ve tuz kosullarinda azot metabolizmasinin
regiilasyonuna énemli katki yapmustir.

4. NO ve H,S uygulamalarinin, tuz stresi altindaki bugdayda, azot asimilasyonunu
artirarak fizyolojik parametrelerin iyilesmesine ve tuz stresi toksisitesinin

yatistirilmasina 6nemli katki yaptigi belirlenmistir.
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