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Ozet

Tohumlarin g¢imlenmesinde tuz stresi dnemli bir etkiye sahiptir. Yiksek tuz stresinde tohumlarin
c¢imlenebilmesi, tirln tolerans kabiliyetine baghdir. Tuza tolerans gésteren bitkilerin yasam dongiileri
icinde tuza duyarli olduklari en kritik donem gimlenme ve fide dénemleridir. Bu ¢alismada tuz stresine
toleransli halofit bitkilerden Salsola soda ve Portulaca oleracea’nin gimlenme asamasinda artan NaCl
dozlarina (0-, 50-, 100-, 150-, 200-, 250-, 300-, 350-, 400-, 450-, 500-, 550 ve 600 mM) kars! toleransi
belirlenmistir. Petri kaplarinda ¢imlenen tohumlarin ikinci hafta sonunda ¢imlenme yiizdesi, radikul ve
hipokotil uzunlugu, yas agirlik, cimlenme ve vigor indeksleri artan tuz stresi ile negatif bir iligki
gostermistir (P<0.01). Tuz stresi altindaki tohumlarin potansiyel cimlenme glicii probit analiz yontemi ile
belirlenmis, tohum populasyonunun %50'sini engelleyen tuz konsantrasyonu (ICso); Salsola soda’da 454-
Portulaca oleracea’da 377 mM NaCl olarak bulunmustur. Her iki bitkide 200 mM NaCl diizeyine kadar,
prolin sentezi ve antioksidant enzim (CAT ve POX) aktiviteleri artmistir. Ancak 250 mM NaCl seviyesinde
bu metabolitlerin seviyesinde diistsler gériilmustir (P<0.01). Cimlenmenin engellendigi en Ust seviye,
Portulaca oleracea igin 450 mM, Salsola soda igin ise 500 mM NaCl olarak belirlenmistir. Stres
metabolitlerinin sentezlenebildigi en Ust sinirlar ise ayni tiirler igin 400 ve 450 mM olarak bulunmustur.
Bu bitkilerin tuza karsi fizyolojik ve biyokimyasal tepkileri ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: NaCl, Cimlenme, S. soda, P. oleracea

Germination and Development of Halophyte Plants of Salsola soda and Portulaca
olerecea Against NaCl Stress in In Vitro Conditions

Abstract

Salt stress has an important effect on seed germination. Germination ability depends on the tolerance
level of species under high salt concentrations. The most sensitive period to salt stress for the salt
tolerant plants is the germination or seedling stage. In this study, performance of salt tolerant
halophyte species of Salsola soda and Portulaca oleracea were determined in germination period
aganist increasing NaCl levels (0-, 50-, 100-, 150-, 200-, 250-, 300-, 350-, 400-, 450-, 500-, 550 ve 600
mM). Germination percentage, radicule and hypocotyl lenghts, fresh weight, and vigor index values of
seeds after two weeks in Petri plates showed negative correlation with the increase of salt stress
(P<0.01). Potential germination power of seeds under salt stress was determined with the probit
analysis method, the inhibition of germination of 50% of seeds (ICso) were 454 mM for Salsola soda and
377 mM for Portulaca oleracea. Proline synthesis, antioxidant enzyme (CAT and POX) activities
increased up to 200 mM NaCl concentration in both plant species. However, above 250 mM of NaCl
salinity, the levels of these metabolites decreased (P <0.01). The highest limiting concentrations of NaCl
were found as 450 mM for P. oleracea and 500 mM for S. soda. The highest limiting concentrations of
NaCl for the synthesis of stress metabolites were 400- and 450 mM NaCl for the above species,
respectively. The physiological and biochemical responses of these species were revealed.
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Giris
Tohum c¢imlenmesi bitkilerin  yasam
dongisiinde en o6nemli asamadir. Uygun

kosullarin bulunmasi durumunda tohum
embriyosundan normal bir bitki olusturma
yetenegine sahip bir taslagin, tohum
kabugunu delerek ortaya ¢ikmasi olayidir
(Kacar, 1996). Cimlenme, hiicre béliinmesi ve
uzamasinin baslamasi ve radikulun c¢ikmasi
1956).

aktivasyonu,

ile baslamaktadir (Toole ve ark.,

Cimlenmede, sisme, enzim
tohum kabugunun kirilmasi ve fide cikisi
olaylari birbirini takip eden asamalardir (Kigel
ve ark., 1995). Tohumlarin ¢imlenmesinde
tuz stresi 6nemli bir etkiye sahiptir (Otsamo
ve ark., 1996). Cimlenme asamasindaki tuz
stresi osmotik dengede veya iyonik dengede
ikisine birden olumsuz etkide
2007). Oksidatif stresi
reaktif
turlerinin (H,0,, 03, O, OH) olusumuna
gecirgenliginin
artisinda 6nemli roli olan tuz stresi, bu

veya her
bulunur (Zivcovic,
dokularda

tetikleyerek oksijen

neden olarak membran

asamada  ¢Ozinebilir madde  miktar

(proteinler, seker, amino asit ve renk
maddeleri) hicre disina kaybedildiginden,
¢imlenmenin hizi ve glici yavaslamakta,
dolayisi ile ¢imlenme siiresi uzamaktadir
(Khan ve Panda, 2008). Bitkiler reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) yikici etkilerini engellemek
icin hiicrede cesitli biokimyasal tepki ve
savunma mekanizmalari gelistirirler (Sharma,
2012, Turan, 2013).

enzimatik hem de enzimatik olmayan

Bu savunma hem

mekanizmalari  kapsamaktadir.
bu

aza

Koruyucu

mekanizmalar zararli  reaksiyonlarin

etkilerini en indirebilecek sekilde
cahsirlar (Sharma, 2012; Dikilitas ve Karakas,
2010 ). Yiksek tuz konsantrasyona sahip
alanlarda tohumlarin gimlenme gostermesi
onun tolerans kabiliyetine baghdir (Khan ve

Rizvi, 1994). Bitkinin tuza tolerans kabiliyeti
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gelisim asamalarina gore farklilik gosterir
(Khan 2002).
tolearansi

Bitkilerin tuz stresine olan
fide gelisim
donemlerinde ortaya cikar (Ungar 1996).

¢imlenme ve
Halofitlerin yasam dongileri icerisinde tuza
duyarl olduklari en kritik donem ¢imlenme
ve fide donemleridir (Khan ve Sheith 1996).
Bir¢ok halofit i¢in optimum ¢imlenme tuzsuz
sartlarda oldugu bildirilmis olmasina ragmen,
belli
¢imlenme icin 6nemli sayilmistir (Subbaraoa
ve ark., 2003). Halofit bitkiler genellikle tuz
stresinden

diizeydeki  tuz  konsantrasyonu

etkilenmeden ¢imlenme ve
gelismelerine devam edebime 6zelliklerine
sahiptirler (Hardegree ve Emmerich, 1990).
Bazi halofit tohumlari yiliksek tuza stresinde
bile iyi bir ¢cimlenme sergilemislerdir (Keiffer
ve Ungar, 1995; Khan ve Ungar, 1997).
Halofit bir bitki olan S. soda yaygin olarak tuz
bitkisi olarak bilinir. Tek yillik bir bitki olup
sukkulent bir yapiya sahiptir. Tuza toleransl
olmasi nedeniyle genelikle kiyir bélgelerinde
yetisir  (Integrated
Information 2007).
Yaygin olarak semizotu olarak bilinen P.

ve tuzlu sularda

Taxonomic Service,
oleracea bitkisi kurak ve tuzlu topraklarda
kolayca yetisebilmesi halofit
grubunda listelenmektedir (Aronson, 1989).

nedeniyle

Tek yillik olup sukkulent bir yapiya sahip olan
P. oleracea Dinyada genis bir kullanim
yelpazesine sahiptir (Zhou ve ark., 2015). S.
soda ve P. oleracea bitkileri tuzlu topraklarin

bitkileri
bitki
topraklarin bitkisel yolla islahi galismalarinda

iyilestirilmesinde kaltir ile ayni

ortamda arkadas kapsaminda
yetistirilmesi bu bitkilerin 6nemini olduk¢a
artirmistir (Colla, 2006., Karakas, 2013). Bu
¢alismada farkli NaCl stresinin S. soda ve P.
halofit bitki

Uzerine etkileri

oleracea tohumlarinin

¢imlenmeleri arastiriimis.
Tuza oldukga toleransli olan bu bitkilerin,
¢imlenme asamasinda hangi seviyedeki NaCl

dozunun ¢cimlenmeyi engelledigi, fizyolojik ve



metebolit yonden nasil bir degisime ugrattig
arastirilmistir.

Materyal ve Metot

Tohumlarin ¢imlenmesi

Salsola soda (tuz otu) ve Portulaca
oleracea (semiz otu) halafit tohumlari in vitro
kosullarda, Petri kabinda farkh tuz stresine
karsi (0-, 50-, 100-, 150-, 200-, 250-, 300-,
350-, 400-, 450-, 500-, 550 ve 600 mM)
¢imlendirilmistir. Bitki tohumlari S. soda
(www.seedsofitaly.com), P. Oleracea
(www.fentotohumculuk.com)’dan temin
edilmistir. Calismada Petri kabi igine su
absorbe eden filtre kagidi yerlestirildikten
sonra 20 adet tohum birakilmistir. Tohumlar
5 ml lik ilgili tuz solusyonu ile doyurularak,
kaplar su kaybinin engellenmesi icin Parafilm
ile sarilmis ve ¢cimlenme periyodu boyunca iki
hafta sire ile inkiibatér ortaminda (24+1 °C)
izlenmistir. ikinci hafta sonunda ise ¢imlenen
tohumlarin radikul ve hipokotil uzunlugu
(cm), yas agirhgi (g) ve ¢cimlenme yiizdesi ve
¢imlenme indeksi belirlenmistir.

Cimlenme orani Pujol ve ark. (2000)'na
gore, vigor indeksi ve ¢imlenme indeksi Hu
(2005)'na
Cimlenme yuzdesi, vigor indeks ve ¢imlenme

ve ark. gore hesaplanmistir.

indeksi asagida verilen formillere gore
hesaplanmistir.

Cimlenme orani (%)= [Cimlenen tohum

sayisi/toplam tohum sayisi] x 100

Vigor indeks= [Cimlenme ylizdesi x (radikul
uzunlugu + hipokotil uzunlugu)]

Cimlenme indeksi= X(t giiniinde ¢imlenen
tohum sayisi/ilgili t giini)

Artan tuz konsantrasyonuna en toleransli
bitkiyi
populasyonunun

belirlemek icin tohum

%50’sini engelleyen tuz
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konsantrasyon degerleri (ICso) probit analiz
yontemine gore belirlenmistir (Carlson ve
ark., 1983). Probit analiz yontemi dogrusal
degiskenler

iliski (linear) gostermeyen

arasindaki  regresyonu  belirleyen  bir

yontemdir. Bu yontem ile artan tuz

konsantrasyonuna karsi, dogrusal olarak
azalma gostermeyen yani binominal parabol
seklinde azalma gosteren S. soda ve P.
oleracea tohumlarinin %50’sinin engellendigi
(ICs0)

degerleri

tuz konsantrasyonu degerleri

hesaplanmistir.  1Cso quadratik
analiz yontemi ile hesaplanmis ve elde edilen
sonuglar Statplus 2009 Professional software

programi ile de karsilastiriimistir. Buna gore

ICso degerleri asagidaki formdlleri ile

hesaplanmistir.

Y =ax+b Tipik bir linear regresyon
formali.

Y =ax® +bx+c Tipik bir quadratik

analiz formlu.

_ —b— /b —4a(c-50)

ICs, o
SE(Ié’)
Standart Hata (IC,) = ———2—
(b+2alCy)

Biyokimyasal analizler
(1973)
yontemine gore yapilmistir. Renk maddesi

Prolin analizi: Bates ve ark.
olarak acid-ninhydrin karisimi kullaniimistir.
Taze bitki materyali % 3’lik 4 ml sulfosalisilik
asit icinde homojenize edilmistir. Ekstrakt
daha sonra filtre kagidindan gecirilerek elde
edilen 2 ml’lik karisim, 2 ml’lik asit-ninhidrin
¢Ozeltisi ile karistirilarak 100 °C de 1 saat
kaynatilmis  ve

reaksiyon buz icinde


http://www.fentotohumculuk.com)'dan/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140196303001800#ref_BIB30#ref_BIB30

sonlandiriimistir. Reaksiyon karisimina 5 ml
toluen ilave edilerek vortex ile 30 saniye
karistinlmig, iki faz olugmasi igin bir sire
bekletilmistir. Ust faz mikropipet yardimi ile
alinarak absorbans degerleri  UV-visible
spektrofotometrede (UV 1700, Shimadzu) 515
nm’de saf toluen kontroline  karsi
okunmustur. Sonuglar pumol g?' taze agirlik

olarak ifade edilmistir.

Peroksidaz enzim analizi (POX, E.C.1.11.1.7)
Cvikrova ve ark. (1994)'e gore yapilmistir.
Taze bitki materyali 5 ml 50 mM Na-fosfat
tampon c¢ozeltisi icinde homojenize edildikten
100 pl ekstrakt, 3 ml
karisimina (13 mM guaiacol, 5 mM H,0; ve 50
mM Na-fosfat, pH 6.5) eklenmistir. Reaksiyon
H,0, ilavesi ile baslatilmis, 25 °C de 2 dakika
ara ile 4. dakikaya kadar 470 nm’de UV-visible
spektrofotometre (UV 1700, Shimadzu) ile
okunmustur.

sonra, reaksiyon

Guaiacol’un oksidasyonu
sonucunda olusan artan absorbans degerleri
peroksidaz icin spesifik bulunan enzim
tiketme katsayisi (26.2 mM? cm?) hesaba
katilarak sonuclar tinite mg? protein olarak

ifade edilmistir.

Katalaz enzim analizi (CAT, E,C. 1.11.1.6)
Aebi
enzimi

(1984)’'e gore vyapimistir. Katalaz
H,O, tiketiminin 240 nm’de UV
spektrofotometre (UV-1700, Shimadzu) ile
Olctlmesi ile belirlenmistir. Reaksiyon karigimi,
oncelikle 0.1 ml enzim ekstrakti ve 2.8 ml 4
mM NaEDTA iceren 50 mM Na-fosfat tampon
cozeltisi (pH 7.4)'nden olusmus ve 0.1 ml 20
mM  H,0;

baslatilmistir.

ilave edilmesi ile
H202
olarak kullaniimistir.

reaksiyon
kullanilmayan karisim
U¢ dakika
boyunca 1 er dakika ara ile dlglilen absorbans

kontrol

degerleri kaydedilmis ve sonuglar enzim
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tiketim katsayisi (39.4 mM™* cm™) yardimi ile
hesaplanarak tnite mg?! protein olarak ifade
edilmistir.

Istatistiksel analiz

Veriler aritmetik ortalama + standart hata
ifade
karsilastirma SPSS programi (Version 11.0)

olarak edilmistir.  Gruplar  arasi
kullanarak tek yonli varyans analiz yontemi ve
Duncan c¢oklu karsilastirma testi kullanarak
analiz edilmistir. P degerinin 0.01 den kigik
oldugu durumlar istatistik olarak dnemli kabul

edilmistir.

Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Artan tuz konsantrasyonuna en toleransli
bitkiyi belirlemek igin tohum populasyonunun
%50'sini
degerleri

engelleyen  tuz
(1Cs0)
belirlenmistir. S. soda’nin 1Cso degeri 454 ve P.

konsantrasyon

probit analizi yapilarak
oleracea’ nin ICso degeri 377 bulunmustur.
Buna gore; S. sodanin tuza toleransinin P.
oleracea’dan daha fazla oldugu gorialmistir

(Cizelge 2).

Prolin icerikleri ve antioksidant enzim
aktiviteleri
Cimlenen  tohumlarin  prolin  igerigi

incelendiginde, artan NaCl konsantrasyonu S.
soda ve P. oleracea bitkilerinde kontrole gore
artis kaydedilmistir. Her iki bitkide de en
icerigi 200
konsantrasyonunda goriilmustir. Prolin igerigi

yiksek  prolin mM  tuz
200 mM Ustu tuz konsantrasyonu ile dusls
400 mM ve Usti tuz
konsantrasyonunda ise 6rnek alinamadigindan

(Sekil 1;

trendi gostermis,

prolin miktari belirlenememistir

P<0.01).
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Cizelge 1. S. soda ve P. oleracea’nin farkli NaCl konsantrasyonlarinda ¢imlenme asamasinda
gosterdikleri fizyolojik gelisim durumlari.

Halofit NacCl Cimlenme Radikul Hipokotil Yas Vigor Cimlenme
tara (mM) Orani (%) uzunluk uzunluk agirhik (g) indeks indeksi
(cm) (cm)
0 98.311.7a 4.0+0.1c 5.1+0.3a 0.7+0.0a | 889+43b | 41.3+0.4ab
50 96.7t1.7a 6.0+0.3a 4.5+0.1ab | 0.6+0.0ab | 1011+11a | 39.9+0.2b

100 98.3+1.7a 5.110.1ab 4.8+0.2a 0.620.0ab | 964 +35a | 41.9+0.3ab

150 100.0+0.0a 3.0£0.1d 4.4+0.1ab | 0.6+0.0bc | 740+18c | 42.1x1.7ab

200 100.0+0.0a 1.60.1e 3.940.2bc | 0.6£0.0bc | 544+5.6d | 40.0+0.6bc

250 | 98.3%1.7a 1.4+0.0e 3.4+0.4bd | 0.5+0.0cd | 478+45d | 37.8+0.9c
300 | 98.31.7a 1.120.0f 3.74¢0.3bc | 0.5#0.0d | 472435d | 35.00%1.5d
S. soda 350 73.3+1.7b 0.80.0g 2.720.3ef | 0.4+0.0e | 257+3le | 22.70.7e
400 53.3+1.7c 0.2+0.0h 3.4#0.3de | 0.3+0.0f | 187+22e | 16.5+0.4f
450 | 30.0%0.0d 0.2+0.0h 2.5+0.4f 0.1#0.0h | 79+12f | 10.4+1.3h
500 6.7+1.7e 0.1+0.0h 2.0+0.0f 0.0£0.01 | 14#3.5f 1.5+0.3|

550 0.0+0.0f 0.0+0.00h 0.0+0.0h 0.0+0.001 | 0.0+0.0f 0.0+0.01

600 0.0+0.0f 0.0+0.00h 0.0+0.0h 0.0+0.001 | 0.0+0.0f 0.0+0.01

0 98.3+1.7a 2.240.0a 2.3+0.2a | 0.3+0.0b | 443+0.3a | 41.9+0.3a
50 | 100.0+0.0a 2.340.2a 2.5+0.0a | 0.3+0.0a | 483+16a | 43.3+0.6a
100 | 98.3+1.7a 2.240.2a 2.3#0.2a | 0.3+0.0bc | 443+34a | 41.4%0.2a
150 | 98.3+1.7a 1.0+0.0b 1.4+0.2b | 0.2+0.0c | 235+20b | 42.8+0.6a
200 | 96.7+1.7a 0.5+0.0c 1.0+0.0c | 0.2#0.0c | 145+2.5c | 42.3+0.3a
250 | 88.3+1.7b 0.3%0.0cd 0.8+0.0c | 0.2+0.0c | 93+4.3d | 37.7+1.2b
300 | 78.3%1.7c 0.1+0.0d 0.3+0.0d | 0.2+0.0e | 30+1.9e | 28.2+2.5c
P. 350 | 28.3+1.7d 0.1+0.0d 0.1+0.0d | 0.1#+0.0f | 5.7+0.3e | 9.6+0.2d
oleracea 400 6.7+1.7e 0.1+0.0d 0.1+0.0d | 0.1#0.0g | 1.2+0.4e | 2.1t0.3e
450 3.3+1.7fg 0.30.2d 0.1+0.0d | 0.0+0.0h | 1.9+1.0e | 0.6%0.3e
500 0.0+0.0g 0.0+0.0e 0.0+0.0d | 0.0+0.0h | 0.0+0.0f | 0.0+0.0e
550 0.040.0g 0.0+0.0e 0.0£0.0d | 0.0+0.0h | 0.0+0.0f | 0.0+0.0e
600 0.040.0g 0.0+0.0e 0.0#0.0d | 0.0+0.0h | 0.0+0.0f | 0.0+0.0e

*Sonuglar ortalama (%) standart hata olarak verilmistir, n=3. Ayni sttundaki birbirinden farkl harflerle gosterilen
ortalama degerler (P<0.01) 6nem diizeyinde farkli bulunmustur.

Cizelge 2. S. soda ve P. oleracea’nini tohum populasyonunun %50’sini engelleyen tuz
konsantrasyon degerleri (ICso)

Halofit bitki tiirleri ICsodegerleri
S. soda 454
P. oleracea 377
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Sekil 1. Artan tuz stresindeki S. soda ve P. oleracea’nin prolin igerigi

S. soda ve P. oleracea cimlenen
tohumlarindaki CAT ve POX antioksidant
enzim aktiviteleri incelendiginde, artan NaCl
konsantrasyonu ile CAT ve POX aktivitelerinde

artis kaydedilmistir. En yiksek CAT ve POX

konsantrasyonunda antioksidant enzim
iceriklerinde goreceli olarak azalma
belirlenmis, 400 mM ve Usti tuz

konsantrasyonunda ise 6rnek alinamadigindan
CAT ve POX igerigi belirlenememistir (Sekil 2,

0.S. soda

« OP. oleracea

icerigi 200 mM tuz konsantrasyonunda  Sekil 3; P<0.01).
belirlenmistir. 200 mM asti tuz
1.8 - a
1.8
E[r b b
- 1.4 4 b
G 12 Iomof
& 11 g B B
-
™ 03 a
= alif b
« 0.6 : b c
o d > e
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Sekil 2. Artan tuz stresindeki S. soda ve P. oleracea’nin katalaz (CAT) icerigi
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Sekil 3. Artan tuz stresindeki S. soda ve P. oleracea’nin peroksidaz (POX) icerigi
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Sonuglar Ekler

Bu calismada artan tuz stresinin S. soda Bu calismanin bir bélimi sorumlu yazarin
ve P. oleracea bitki tohumlarinin ¢cimlenme doktora tezinden alinmistir. Calismada elde
ve gelisim durumlar Gzerine olan etkileri edilen biyokimyasal veriler bu c¢alismanin
fizyolojik ve metabolik ydonden incelenmistir. devami niteliginde olup Dr. Murat Dikilitas ile
Buna gore her iki bitkide de tuz stresine olan vapilan ortak laboratuvar ¢alismasindan elde
toleransin 200 mM NaCl seviyesinden sonra edilmistir.

zayifladigi yapilan fizyolojik ve metabolik
olglimler ile tespit edilmisti. 200 mM  Kaynaklar

konsantrasyonu ve daha Ust seviyedeki tuz
Aebi, H.,1984. Catalase in Vitro. Method

enzym 105: 121-126.
Aranson, J.A., 1989. Haloph: A database of
salt tolerants plants of the world. offce

konsantrasyonu tohumlarada ¢imlenme

oranini  disirmuis, radikul ve hipokotil

gelisiminde azalmalara neden olmustur.
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