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OZET

Tuzluluk, bitkilerde gelisim ve verimi sinirlayan 6nemli abiyotik stres kosullarmm basinda gelmektedir. Kiraz
anaclarinin tuz stresi toleranslari ile ilgili bilgiler olduk¢a sinirlidir. Bu ¢alismada, tilkemizde yetistirilen ti¢ kiraz
anacinin; Colt (Prunus avium x Prunus pseudocerasus), Gisela 5 (Prunus cerasus x Prunus avium) ve Maxma (Prunus
mahaleb x Prunus avium), tuz stresine tolerans mekanizmalar1 in vitro kosullarda aragtirilmistir. Kiraz anaglarinin tuz
stresine toleranslarini belirlemek amaciyla Murashige ve Skoog (MS) ortamina 0, 25 ve 50 mM NaCl uygulanmustir.
Anaglarda; siirgiin gelisimi, lipid peroksidasyonu (MDA), membran gegirgenligi (MG), toplam antioksidan aktivitesi
(TAA), prolin icerigi, toplam klorofil icerigi, katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) ve peroksidaz (POD, EC 1.11.1.7) antioksidan
enzim izoformlari ile Na ve Cl konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Tuz stresi anaglarin siirgiin gelisimini ve toplam klorofil
icerigini kontrole gore azaltirken MDA igerigini, MG, TAA ve prolin igerigini artirmistir. Anaglarin stres kosullarinda
stirgiin POD enzim aktivitesi artmig ve ti¢ farkli POD izoformu elde edilmistir. Maxma anacinin POD aktivitesi diger
anaglarin POD aktivitesinden daha diisiik olmustur. Anaglarin CAT izoformlarinda ise uygulamalar ve anaglar arasinda
belirgin bir farklilik elde edilmemistir. Biitiin parametreler birlikte degerlendirildiginde, NaCl stresine Maxma anacinin

hassas, Colt anacinin orta derecede hassas ve Gisela 5 anacinin da dayanikli oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

Abiotic stress such as salinity is an important factor that limits plant growth and performance. Information regarding
the genotypic variation for salinity stress tolerance in sweet cherry rootstocks is limited. In this study, salinity tolerance
mechanisms of three sweet cherry rootstocks, namely; Colt (Prunus avium x Prunus pseudocerasus), Gisela 5 (Prunus
cerasus x Prunus avium) and Maxma (Prunus mahaleb x Prunus avium), grown widely in Turkey were investigated under
in vitro condition. The three rootstocks were cultured in vitro on MS medium supplemented with 0, 25 and 50 mM sodium
chloride (NaCl). The Shoot growth, lipid peroxidation (MDA), membrane permeability (MP), total antioxidant activity
(TAA), proline, total chlorophyll contents, catalase (CAT, EC 1.11.1.6) and peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) antioxidant
enzyme isoforms of rootstocks were studied. Compared to the control, salinity resulted in a reduction in the shoot growth
and total chlorophyll contents. Contrary to this, MDA contents, MP, TAA and proline contents were increased by salinity.
Activity of POD in the shoot of rootstocks was increased and three different POD isoforms were exhibited under saline
conditions. The activity of POD was lower in the Maxma than the Colt and Gisela 5 rootstock. Salinity did not significantly
change the CAT isoforms of the rootstocks. Regarding the all parameters studied, the rootstocks can be classified to their

salt tolerance as sensitive (Maxma), moderately sensitive (Colt) and resistant (Gisela 5).

Keywords: Catalase; Enzyme isoform; Peroxidase; Salinity stress; Sweet cherry rootstocks

1. Giris

Sulama suyundaki tuz diizeylerine bagl olarak
diinyanin pek ¢ok yerinde 6zellikle kurak ve yart
kurak bolgelerde topraklar tuzlanmakta ve bunun
sonucu olarak bitkisel tliretimde 6nemli azalmalar
meydana gelmektedir (Singh et al 2000). Diinyada
100-110 milyon hektar (ha) olan yar1 kurak tarimsal
alanin 20-30 milyon ha’1 tuz birikiminden 6nemli
sekilde zarar gérmekte ve her yil 0.25-0.50 milyon
ha tarimsal alanda tuz birikimi sonucu tarim
yapilamamaktadir (FAO 2002).

Diinya kiraz {dretimi 2012 yili itibariyle
2,256,519 ton’ dur. Kiraz tretimi bakimindan
480,748 ton ile ilk sirada yer alan Tirkiye’yi,
Amerika Birlesik Devletleri, iran, Italya ve
Ispanya takip etmektedir. Diinya kiraz iiretiminde
% 21.3’lik payiyla birinci sirada yer alan
Tirkiye’nin kiraz iiretimindeki bu pay1 yildan yila
artis gostermektedir (FAO 2012).

Tuzluluga karsi hassas bitkiler gurubunda yer
alan (Kotuby-Amachar et al 2000) ve iilkemiz
icin onemli bir ihracat {irlinii olan kirazn,
yetistiriciliginin yogun oldugu Ege, Akdeniz
ve Marmara bdlgelerinin belirli ydrelerinde
karsilagilan tarimsal sorunlar arasinda; sulama
suyu kalitesinin her gegen giin bozulmasi, fazla
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verim almaya yonelik asir1 giibreleme ve yanlis
sulama yontemlerinin kullanilmas: ilk siralarda
yer almaktadir. Bu sorunlardan kaynaklanabilecek
olas1 tuzlulagma riskine karsilik, tuz stresine
toleransli kiraz anaglarinin se¢iminde, bitkilerin
fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarindaki
degisimlerin bilinmesi olduk¢a Onemlidir. Bu
nedenle 6zellikle tarimsal ag¢idan sorunlu alanlarda
stres kosullarina dayanikli anaglarin segilmesi ve
yetistirilmesi biiyilk 6nem tasimaktadir. Giderek
azalan tarim alanlarinda, strese yol agan olumsuz
¢evre kosullarina karsi bitkisel tiretimde verimliligi
artirabilmek ¢ok oOnemlidir. Verim artisi, stres
kosullarina dayanikli bireylerin segilmesi veya
1slahiyla miimkiindiir.

Abiyotik stres kosullarinda biitiin bitkilerde
oksidatif  zararlanmalar meydana  gelmekte
ve anilan bu stres kosullarina dayanmak veya
stresten kagmak i¢in bitki tiirlerinin ve g¢esitlerinin
gelistirmis olduklari mekanizmalar birbirlerinden
oldukca farklilik gostermektedir. Bu nedenle
kimi bitki tiir veya g¢esitleri abiyotik stres
kosullarindan daha siddetli etkilenirken kimi bitki
tir veya gesitleri dayaniklilik gostermektedir. Bu
farkliliklar bitki tlirleri arasinda olabilecegi gibi
ayni tiiriin farkli gesitleri arasinda da 6nemli oranda
goriilebilmektedir.

118

Tarim Bilimleri Dergisi — Journal of Agricultural Sciences

22 (2016) 117-128



Evaluation of Salt Tolerance Mechanisms with Physiological and Antioxidant Enzyme Isoform Parameters..., Eraslan et al

Tuz stresine tolerans bakimindan anaclar ve
gesitler arasinda o6nemli farkliliklar gorildigi
Troncoso et al (1999), Singh et al (2000) ve Fisarakis
et al (2001) tarafindan asma anaglari, Dragisi¢
Maksimovi¢ et al (2013) tarafindan arpa gesitleri,
Turner et al (2013) tarafindan nohut gesitleri ve
Balal et al (2011) tarafindan turunggil anaclart ile
yapilan ¢alismalarda belirtilmigtir.

Abiyotik stres kosullarinda, yaprak nispi nem
icerigi ve yaprak su potansiyelinin diigmesi sonucu
bitkilerde fotosentez orami azalmaktadir (Lawlor
2001). Tuzlu kosullarda fotosentez  oraninin
azalmasmin temel sebebinin stomatal sinirlanmadan
kaynaklandig: bilinmektedir (Cornic 1996). Tuz stresi
altinda stomalarin kapanmasina bagl olarak fotosentez
orani ve igsel CO, konsantrasyonunun azalmasi
fotosentez metabolizmasimi engellemektedir. Tuz
stresinde stomalarm kapanmasi bitkilerin beslenme
durumlarini da olumsuz etkilemektedir (Oren et al
1999). Stres kosullarinda stomalarm kapanmasina
bagli olarak yapraklarm mezofil dokularinda CO,
seviyesinin hizla diismesi ve siiperoksit radikallerinin
(O,*-) artmastyla bitki dokularmda molekiiler oksijen
ile rekabet eden nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat (NADP)’lar indirgenerek nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat hidrojen (NADPH) birikmektedir.
Bu kosullarda bitki dokularinda NADP miktar
azalmakta ve oksijen alternatif elektron alicisi olarak
gorev yapmaktadir. Bu durumda bitki dokularinda
indirgenmis oksijen tiirevleri olan siiperoksit radikalleri
(O,*-), ve bunun indirgenmis formu olan hidrojen
peroksit (H,0,) ve hidroksil (OHe—) radikalleri
olusmaktadir (Cadenas 1989; Sairam & Saxena
2000). Aktif oksijen ¢esitleri olarak adlandirilan
bu radikaller, bitkilerde lipid peroksidasyonuna,
membran zararlanmasina, proteinlerin bozunmasina,
enzimlerin inaktivasyonuna, pigmentlerin azalmasina
ve deoksiriboniikleik asit (DNA) zincirlerinin
bozunmasina yol ac¢maktadir (Fridovich 1986;
Liebler et al 1986; Davies 1987; Imlay & Linn 1988).
Bitkilerin siiper oksit radikali ve H,O, toksisitesini
onleyebilmeleri, oksidatif strese karst dnemli savunma
mekanizmalart olan antioksidatif enzimler araciligryla
saglanmaktadir. Bitkiler, hiicrelerini toksik olan aktif
oksijen cesitlerinin zararlarindan siiperoksit dismutaz,

askorbat peroksidaz, glutasyon rediiktaz, katalaz
enzimleri ve bunlarin metabolitleri olan glutasyon,
askorbik asit, a-tokoferol ve karotenoidler araciligryla
korumaktadirlar (Liebler et al 1986; Sairam et al 1998;
Sairam & Saxena 2000). Antioksidan sistemleri giiglii
olan ¢esit veya tiirlerin stres kosullarina toleranslari
artmaktadir.

Bu calismada, ii¢ farkli kiraz anacinin (Colt,
Gisela 5 ve Maxma) in vitro kosullarda tuz stresine
toleranslart; siirglinlerin toplam klorofil igerigi,
membran gegirgenlikleri, lipid peroksidasyonu,
toplam antioksidan aktivitesi, prolin igerikleri,
katalaz ve peroksidaz antioksidan enzim izoformlar1
gibi bazi fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerle
belirlenmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem

Bu arastirmada, bitki materyali olarak ii¢ farkl
kiraz anacina [Colt (Prunus avium x Prunus
pseudocerasus), Gisela 5 (Prunus cerasus x
Prunus avium), Maxma (Prunus mahaleb x Prunus
avium)] ait siirgiin uglar1 kullanilmistir. Ilkbahar
doneminde bitkiler uyanmaya basladiginda
kiraz anaclarindan alinan siirgiin uglar1 ytizeysel
dezenfeksiyonunu saglamak amaciyla, % 70’lik
etanol icerisinde 2 dakika bekletilmis, daha sonra
1-2 damla Tween-20 igeren % 5°lik sodyum
hipoklorid ¢ozeltisi igerisinde 10 dakika siire ile
¢alkalanmis ve steril saf su ile her biri 5’er dakika
olmak iizere ii¢ kez yikanmistir. Doku kiiltiirii
¢alismalarinin biitlin asamalarinda temel besin
ortami olarak Murashige ve Skoog ortami (MS,
Sigma-Aldrich) + 1 mg L' BAP (benzil amino
purin) + 0.02 mg L' NAA (naftalen asetik asit) + %
3 sakkaroz + % 0.7 agar kullanilmistir (Murashige
& Skoog 1962). Besin ortamlari, pH’lar1 5.7’ye
ayarlandiktan sonra. 121 °C sicaklik ve 1.2 atm
basing altinda 20 dakika stire ile otoklavda steril
edilmislerdir. Steril edilen siirgiin uclart (20
mm) kurutma kagitlart ile kurutulduktan sonra
hazirlanan MS besin ortami igerisinde kiltiire
almmustir. Gelisen bitkiler, tuz stresi yaratmak
amaciyla 0, 25 ve 50 mM NacCl ilave edilmis MS
(800 mL i¢ hacme sahip cam kavanozlar igerisine
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100’er mL olacak sekilde dagitilmis) besin ortami
icerisinde dort hafta siireyle kiiltiire alinmistir.

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine
gore dort tekerriirlii ve her tekerriirde 10 bitki olacak
sekilde kurulmustur. Cogaltmanin tiim agamalarinda
besin ortamlarina dikilen kiiltiirler, sicaklig1 25+1 °C
ve giin uzunlugu 16/8 saat aydinlik/karanlik ve 151k
yogunlugu 3000 lux olarak ayarlanmis olan kiiltiir
odalarinda geligsmeye birakilmislardir.

Dort haftalik gelisme doneminden sonra ortamlar
icerisinden ¢ikarilan bitkilerin bes adedinde siirgiin
boyu, siirgiin sayist ve yas agirliklart belirlendikten
sonra sabit agirliga gelinceye kadar 65 °C sicakliga
ayarl1 havali kurutma firininda kurutularak kuru
agirliklart  belirlenmistir.  Geri  kalan  bitkiler
icerisinden bir adet bitkinin tamami alinarak
membran gegirgenligi analizi Shen & Yan (2002)’a
gore hasat sirasinda yapildiktan sonra kalan bitkiler
biitiin olarak enzim izoformlarmin g¢ikarilmasi ve
diger analizler i¢in -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Dondurulmus  bitki  Orneklerinde  lipid
peroksidasyonu (MDA) Heath & Packer (1968)
ve Sairam & Saxena (2000), toplam antioksidan
aktivite Prieto et al (1999), prolin Bates et al (1973)
ve toplam klorofil Arnon (1946) ve Withan et al
(1971) tarafindan bildirildigi sekilde belirlenmistir.
Enzim (protein) ise Gulen & Eris (2004) tarafindan
belirtildigi sekilde ekstrakte edilmistir.

Ekstraksiyon sonucunda elde edilen toplam
protein miktarinin belirlenmesinde Bradford (1976)
yontemi kullanilmistir.  Peroksidaz ve katalaz
izoenzim kaliplarinin belirlenmesi amaciyla Native-
Page yontemi kullanilmigtir. Ekstrakte edilen protein
ornekleri % 7.5’lik poliakrilamid jelde Laemmli
(1970) yontemine gore sodyum dodesil siilfat
(SDS) katilmaksizin elektroforezde yriitiilmiistiir.
Elektroforez islemi sonunda jeller POD izoenzimi
icin Wendel & Weeden (1989) ve CAT enzimi
icin Wolfe (1976)’e gore spesifik boyamalara tabi
tutulmustur.

Dért haftalik gelisme doneminden sonra ortamlar
icerisinden ¢ikarilan bitkilerin bes adedinde siirgiin
boyu, siirgiin sayist ve yas agirliklart belirlendikten
sonra sabit agirhiga gelinceye kadar 65 °C sicakliga

ayarli havali kurutma firininda kurutularak kuru
agirliklart  belirlendikten sonra kurutulmus ve
ogiitiilmiis bitki 6rnekleri mikro dalga firinda yas
yakma yontemi (HNO,+H,0,) ile yakildiktan sonra
Na fleymfotometre (Jenway PFP7, ELE Instrument
Co. Ltd) ile, Cl ise 6giitiilmiis kuru bitki 6rneklerinde
AgNO, ile titre edilerek belirlenmistir (Johnson &
Ulrich 1975).

Arastirma sonunda elde edilen veriler MINITAB
paket programi kullanilarak varyans analizi ile
degerlendirilmig, ortalamalar arasindaki farkin
onemlilik durumu ise MSTAT paket programi
kullanilarak Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile
belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Bitki gelisimi

In vitro kosullarda yetistirilen kiraz anaglarinin
yas ve kuru agirligi ile siirgiin sayisi lizerine anag
(A) ve uygulamanin (NaCl) (T) etkisi onemli
olurken ana¢ x uygulama (AxT) interaksiyonunun
etkisi dnemsiz olmustur (Cizelge 1). Tuz (NaCl)
uygulamasi ile birlikte anaglarin yas ve kuru
agirliklart ile siirgiin sayist azalmistir. Anaglarin
yas agirlik ortalamalart incelendiginde en diisiik
yas agirligin Maxma anacindan elde edildigi
goriilirken Gisela 5 ve Colt anaglart arasindaki
farkin istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Tuz
uygulamasi kuru agirligi en fazla Maxma anacinda
azaltmis (% 30.7), bunu sirastyla Colt (% 27.1) ve
Gisela 5 (% 22.8) anact izlemistir. Anaglar birlikte
degerlendirildiginde, ortalama siirgiin say1s1 50 mM
NaCl uygulamasi ile kontrole gore 6nemli oranda
azalmis, Gisela 5 ve Colt anaglarinin siirgiin sayist
Maxma anacindan daha diisiik olmustur. Anaclarin
siirglin boyu tizerine AXT interaksiyonunun etkisi
onemli olmustur. Tuz uygulamasi ile anaglarin
siirglin boyu azalmig, en kisa siirgiin boyu 50
mM NaCl uygulamas1 ile Maxma anacindan elde
edilmistir (Cizelge 1).

Tuz stresi bitkilerde bir seri fizyolojik ve
biyokimyasal silirecin olumsuz etkilenmesine
yol agar. Termaat & Munns (1986) ve Ruiz et al
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Cizelge 1- In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin kiraz anaclarimin yas (YA) ve kuru agirhgi (KA) ile

siirgiin sayisi1 (SS) ve siirgiin boyu (SB) iizerine etkisi

Table 1- Effect of NaCl on fresh (FW) and dry weight (DW), number of shoots (NS) and shoot length (SL) of sweet

cherry rootstocks grown in vitro

NaCl YA KA SS SB
Anacglar
(mM) (g 5 bitki”) (g 5 bitki) (bitki!) (cm)
Gisela 5 0 10.50 1.45 497 330a
25 9.31 1.18 4.92 2.97b
50 10.40 1.12 3.73 3.08 ab
Maxma 0 8.40 0.88 6.35 2.50 cd
25 5.84 0.61 6.35 233 cd
50 5.21 0.66 4.55 1.98 ¢
Colt 0 11.40 1.18 5.75 3.21 ab
25 7.15 0.86 4.50 2.63¢
50 8.62 0.97 3.55 2.31d
Ortalama
0 10.10 a 1.67a 5.69 a 3.00
25 7430 0.88 b 526a 2.64
50 8.07b 0.92b 3.94b 2.46
Ortalama
Gisela 5 10.07 a 125a 4.54b 3.12
Maxma 6.48 b 0.72¢ 5.75a 227
Colt 9.05a 1.01b 4.60b 2.71
F-test
Anag (A) 9.20" 13.79* 7.66™ 55.50"
Tuz (T) 5.22" 4.67" 13.71™ 23.88"
AxT 0.96% 0.13% 0.848 3.96"

*, P<0.05; **, P<0.01; 6d, onemli degil; A, anag; T, tuz uygulamasi; AxT, interaksiyon; ayni siitundaki farkli harfler Duncan Coklu
Karsilastirma Testine gore farklarin 6nemli oldugunu gosterir; degerler dort tekerriiriin ortalamasidir

(1999)’a gore tuz stresinin bitki gelisimi iizerine
olan bu olumsuz etkileri ozmotik ve iyonik
olmak tizere iki sekilde ger¢eklesmektedir. Kiraz
anacglarinin siirgiin gelisimi, yas ve kuru agirligt
NaCl uygulamasi ile 6nemli oranda azalmistir.
Benzer sonuglar Gisela 5 anacinda Erturk et al
(2007) tarafindan, kiraz anaglarinda [GF 677
(Prunus persica x Prunus amygdalus) ve Nemared
(Prunus persica)] Sotiropoulos et al (2006a) ve
M9 elma anacinda Sotiropoulos (2007) tarafindan
da bildirilmistir.

3.2. Lipid peroksidasyonu, toplam antioksidan
aktivite, membran gegirgenligi, prolin ve toplam
klorofil igerigi

In kosullarda lipid
peroksidasyonu ve toplam antioksidan aktivitesi
iizerine AXT interaksiyonunun etkisi Onemli
olmustur (Sekil 1 ve Sekil 2). Tuz uygulamasi
Gisela 5 anacinin lipid peroksidasyonunu 6nemli
derecede artirirken, Maxma ve Colt anaglarinin lipid
peroksidasyonunda &nemli bir degisiklie neden
olmamugtir. Ortalama lipid peroksidasyonunun

vitro kiraz anaglarinin
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Maxma anacinda diger anaglara gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Abiyotik stres etmeni
ile karsilasan bitkilerde membran lipidlerinin
peroksidasyonu hiicresel boyutta stres iceren
zararlanmanin bir gostergesidir. Bu sebeple MDA
igerigi, membran lipidlerinin peroksidasyonunun
ve oksidatif zararlanmalarin bir gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (Gunes et al 2007). Tuz stresi
altinda MDA igeriginin arttig1 ¢esitli caligmalarda
da bildirilmistir (Gunes et al 2007; Sekmen et al
2007; Eraslan et al 2007; 2008). Tuza toleranst
yiiksek olan genotiplerin diisiik MDA miktarina yani
daha az lipid peroksidasyonuna sahip oldugu, lipid
peroksidasyonu fazla olan genotiplerin ise tuza daha
fazla duyarlilik gosterdikleri cesitli arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir. Gossett et al (1994),
tuz uygulamasi ile hassas bir pamuk cesidinde
lipid peroksidasyonunun dayanikli g¢esitten % 51
oraninda daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Benzer
sonuglar; Kusvuran et al (2007) tarafindan kavun
genotiplerinde, Sekmen et al (2007) tarafindan tuza
hassas ve dayanikli sinirotu ¢esitlerinde ve Shalata
& Tal (1998) tarafindan ise domates genotiplerinde
bildirilmistir. Bu ¢alismada da stres kosulunda en
yiiksek MDA igeriginin Maxma anacinda oldugu
belirlenmistir. Anaglarin tuzdan etkilenme diizeyi

MDA, nmol g' YA

ab

H
Ho

25 mM NaCl
mGisela ®mMaxma  Colt

50 mM NaCl

Kontrol

Sekil 1- In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin
kiraz anaclarmn lipid peroksidasyonuna (MDA)
etkisi [F-Test: Anac¢: **; Tuz: **; AxT: * (*¥,
P<0.01; *, P<0.05)]

Figure I1- Effect of NaCl on lipid peroxidation (MDA)
of sweet cherry rootstocks grown in vitro [F-Test:
Rootstock: ™, Treatments: ™; RxT: * ("', P<0.01; ",
P<0.05)]

ile stirgin MDA igerigi arasinda iliski oldugu,
MDA igerigindeki artisa gore yapilan siralama ile
tuza tolerans ozelliginin baglantili oldugu sonucuna
varilmistir.

Tuzuygulamasi Coltanacinin toplam antioksidan
aktivitesini azaltmig, Maxma anacinin toplam
antioksidan aktivitesinde Onemli bir degisiklige
neden olmamistir. Gisela 5 anacinda ise yiiksek
tuz diizeyine gore disik tuz diizeyinde toplam
antioksidan aktivite daha diisik olmustur (Sekil
2). Toplam antioksidan aktivite ortalama olarak
Maxma anacinda en yiiksek seviyede olmus bunu
sirastyla Colt ve Gisela 5 anaglari izlemistir. Yapilan
cesitli arastirmalarda da yetisme ortaminda NaCl
konsantrasyonunun artmasi ile bitki yapraklarinda
toplam antioksidan aktivitenin arttigi bildirilmistir
(Molassiotis et al 2006; Eraslan et al 2007).

Kiraz anaglarinin membran gegirgenligi, prolin
ve toplam klorofil igerigi iizerine tuz uygulamasimin
etkisi onemli olurken anag¢ ve AXT interaksiyonunun
etkisi istatistiki olarak ©nemli bulunmamistir.
Anaglarin membran  gecirgenligini 50 mM
dozundaki tuz uygulamasi, kontrol ve 25 mM tuz
dozuna gore Onemli oranda artirmistir (Sekil 3).
Abiyotik stres kosullarinda bitkilerin membran

TAA, mmol kg' YA

100

cde

25 mM NaCl 50 mM NaCl

B Gisela ®Maxma  Colt

Kontrol

Sekil 2- In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin
kiraz anaclariin toplam antioksidan aktivitesine
(TAA) etkisi [F-Test: Anag: **; Tuz: %5 AxT: ** (**,
P<0.01; 6d, 6nemli degil)]

Figure 2- Effect of NaCl on non-enzymetic total
antioxidant activity (TAA) of sweet cherry rootstocks
grown in vitro [F-Test: Rootstock: *; Treatments: ™ ;
RxT: (", P<0.01; ns, non-significant)]
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Sekil 3- In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin
kiraz anaclarinin ortalama membran gecirgenligine
(MG) etkisi [F-Test: Anac: %; Tuz: **; AxT: % (**,
P<0.01; 6d, 6nemli degil)]

Figure 3- Effect of NaCl on average membrane
permeability of sweet cherry rootstocks grown in
vitro [F-Test: Rootstock: ™; Treatments: **; RxT: ™ (",
P<0.01; ns, non-significant)]

gecirgenliginin arttigint bildiren pek ¢ok arastirma
bulunmaktadir (Alpaslan & Gunes 2001; Ismail
2004; Gunes et al 2007).

Artan dozda NaCl uygulamasi anaglarin prolin
iceriklerini kontrole goére artirmis ancak prolin
icerigindeki artis yliksek tuz diizeyinde kontrole gore
onemli olmustur. (Sekil 4). Tarmmsal ekosistemde
herhangi bir stres etmeni (agir metal toksisitesi, besin
maddesi eksikligi, kuraklik, tuzluluk vb) ile karsilagan
bitkilerin olumsuz kosullara adapte olabilmek
icin  bilinyelerinde prolin  miktarmi  artirdiklart
belirtilmektedir (Hare & Cress 1997). Tuz stresi
altinda bitkilerde prolin iceriginin arttifi Aziz et al
(1999), Tarakcioglu & Inal (2002) ve Ismail (2004)
tarafindan da bildirilmistir. Wang & Han (2009), yonca
gesitleri ile yaptiklari calismada prolin birikiminin tuza
toleransin bir sonucu olabilecegini belirtmistir.

Artan dozda NaCl uygulamasi anaglari klorofil
iceriklerini kontrole gore azaltmis ancak klorofil
icerigindeki azalig yiiksek tuz diizeyinde kontrole
gore oOnemli olmustur (Sekil 5). Tuz (NaCl)
stresinde klorofil igeriginin azalmasi, tuzlulugun
bitkiler tarafindan Mg ve Fe gibi iyonlarin alimini
olumsuz etkilemesi, bunun sonucu olarak kloroplast
olusumunun ve klorofil biyosentezinin azalmasi
seklinde agiklanmaktadir (Neocleous & Vasilakakis

Sekil 4- In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin
kiraz anaclarinin ortalama prolin icerigine etkisi
[F-Test: Anac: %; Tuz: **; AxT: ¥ (**, P<0.01; od,
onemli degil)]

Figure 4- Effect of NaCl on avarage proline
concentrations of sweet cherry rootstocks grown in
vitro [F-Test: Rootstock:™; Treatments:” ; RxT: ™ (7,
P<0.01; ns, non-significant)]

Toplam Klorofil, mg g' YA

0,9
0.8 &
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0,6
0,5
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0,3
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0,1

0

Kontrol 25 mM NaCl 50 mM NaCl

Sekil 5- In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin
kiraz anaclarinin ortalama toplam klorofil icerigine
etkisi [F-Test: Anag: ®; Tuz: *; AxT: % (, P<0.01;
od, onemli degil)]

Figure 5- Effect of NaCl on average total chlorophyll
concentrations of sweet cherry rootstocks grown
in vitro [F-Test: Rootstock:™ Treatments:™; RxT: ™
(":P<0.01; ns, non-significant)]

2007). Sotiropoulos et al (2006b), tuz uygulamasi
ile klorofil iceriginin kiraz anaglarinda azaldigini
ancak Gisela 5’in CAB 6P’ ye gore daha fazla
klorofil icerdigini belirtmistir. Tuz uygulamasi
ile bitkide klorofil igeriginin azaldigina ait benzer
sonuglar Erturk et al (2007) tarafindan Gisela 5
kiraz anacinda ve Papadakis et al (2007) tarafindan
farkli kiraz ¢esitlerinde de bildirilmistir.
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3.3. Peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) enzim
izoformlart

Farkli dozlarda NaCl uygulanan kiraz anaglarinin
peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) enzim
izoformlar1 Sekil 6’da verilmistir. Kiraz anaglarinin
POD profillerindeki bantlarmin  farklt olarak
yogunlastig1 gézlenmistir. Peroksidaz profillerindeki
ilk bantlarda 25 ve 50 mM NaCl igeren MS ortami
iizerinde gelisen kiraz anaglarmin POD bandinin
kontrol grubuna goére daha yogun oldugu ve Maxma
anacinin diger anaglara gore daha az yogunlukta bant
olusturdugu gozlenmistir. Ozellikle 25 ve 50 mM
NaCl igeren MS ortamu iizerinde gelisen Colt kiraz
anacinin yogun bir peroksidaz bandi olusturdugu
tespit edilmistir. Peroksidaz profillerindeki 3.
bantlar sadece 25 ve 50 mM NaCl i¢geren MS ortami
tizerinde gelisen Colt anacinda ¢ok az bir yogunlukta
gozlenmistir. Anaglar arasinda POD izoformu
degerlendirildiginde en diisiik aktivasyonun Maxma
anacinda goriildiigii ve bunu sirasiyla Gisela 5 ve
Colt anaglarmin izledigi belirlenmistir.

Tuzlu ortamda POD enzim aktivasyonu ve
izoform sayisindaki artis ¢eltik yapraklarinda (Lee
et al 2001), Suaeda nudiflora’ nin kalluslarinda
(Cherian & Reddy 2003), ve MM106 elma anacinin
yaprak ve siirglinlerinde (Molassiotis et al 2006)
tespitedilmistir. Wang & Han (2009) tuzlu kosullarda
yetisen yonca cesitlerinden dayanikli olanlarin POD
aktivitelerini ve izoform sayisini artirarak tuza karst
tolerans gelistirebilecegini belirtmistir.

Go  Gas Gso Mo

Mazs Mso Co

Cy»s Cso
—» POD-1
—» POD-2

—» POD-3

(S=SSS WSS SR

Sekil 6- In vitro kosullarda NaCl uygulanan kiraz
anaclarimin peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT)
enzim izoformlari. G, Gisela 5; M, Maxma; C, Colt;
o» kontrol; ., 25 mM NaCl; _;, 50 mM NaCl

Figure 6- Effect of NaCl on peroxidase (POD) and
catalase (CAT) antioxidant enzyme isoforms of sweet

cherry rootstocks in vitro. G, Gisela 5; M, Maxma, C,
Colt; , control; ,, 25 mM NaCl; , 50 mM NaCl

Stres  kosullarinda  bitkilerde  birikebilen
hidrojen  peroksidin (H,0,) par¢alanmasinda
(detoksifikasyonu) etkili olan enzimler katalaz,
askorbat-glutasyon dongiisiine katilan glutasyon
reduktaz ve askorbat peroksidaz enzimleridir.
Farkli dozlarda NaCl iceren ortamlar {izerinde
gelisen Gisela 5, Maxma ve Colt kiraz anaglarinin
CAT enzim izoformlari, kiraz anaglarmin katalaz
profillerinde bantlar tespit edildigini fakat bantlar
arasinda belirgin bir fark olmadigini gostermistir
(Sekil 6). Tuza toleransi farkli olan karpuz
¢esitlerinde tuz stresinin etkisini arastiran Yasar et
al (2008) tuz stresi kosullarinda CAT aktivitesinin
ozellikle tuza toleransl gesitlerde ¢ok ciddi artiglar
gosterirken duyarli ¢esitlerde ¢ok daha diisiik
seviyede artis gostermesinin tuz stresi altinda
CAT enzim aktivitesini artirma konusunda tuza
toleransli c¢esitlerin daha yetenekli olmasindan
kaynaklandigini ve bu goriisiin yaygin sekilde kabul
edildigini bildirmiglerdir. Chinta et al (2001), dut
bitkisinde tuzlu kosullarda CAT enzim aktivitesinin
arttigini, Lee et al (2001) ve Asish et al (2004) ise
tuzlu ortamlarda katalaz enzim aktivasyonunun
azaldigint belirtmislerdir. Bu durum CAT enzim
aktivitesinin bitki tir ve ¢esidi ile arastirma
kosullarina gore degisebildigini gostermektedir.

3.4. Bitki Na ve CI konsantrasyonlari

Kiraz anaglarinin Na ve Cl konsantrasyonlari
iizerine AxXT interaksiyonunun etkisi Onemli
olmustur. Uygulanan NaCl dozu arttik¢a bitki
Na ve Cl konsantrasyonlari artmistir (Sekil 7 ve
8). Tuzlu kosullarda Gisela 5 kiraz anacinin Na
ve Cl konsantrasyonlarmin Maxma ve Colt kiraz
anaglarinin Na ve Cl konsantrasyonlarindan daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Giines et al (2003)
asma anaclarinda, Papadakis et al (2007) farkli
kiraz cesitlerinde, Karakullukcu & Adak (2008)
nohut gesitlerinde, Karimi & Hasanpour (2014) nar
¢esitlerinde, NaCl uygulamast ile siirgiin Na ve Cl
konsantrasyonlarinin énemli oranda arttigini ve Na
ve Cl birikimi yoniinden anag veya ¢esitler arasinda
fark oldugunu belirtmislerdir. Kugvuran et al (2008),
Na ve Cl konsantrasyonlarinin tuza toleransh ve
hassas kavun genotiplerinin belirlenmesi agisindan
etkin bir parametre olabilecegini belirtmistir.
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Sekil 7- In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin
kiraz anaclarinin Na konsantrasyonuna etkisi
[F-Test: Anac: *; Tuz: ™; AxT: ™ (*, P<0.01)]

Figure 7- Effect of NaCl on Na concentrations of sweet

cherry rootstocks grown in vitro [(F-Test: Rootstock:™
Treatments:"" ; RxT: ™" (", P<0.01)]
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Sekil 8- In vitro kosullarda NaCl uygulamasinin
kiraz anaglarmmin Cl konsantrasyonuna etkisi
[F-Test: Anac: *; Tuz: ™; A*T: ™ (*, P<0.01)]

Figure 8- Effect of NaCl on CI concentrations of sweet

cherry rootstocks grown in vitro [F-Test: Rootstock:™
Treatments:"" ; RxT: ™" (", P<0.01)]

4. Sonuc¢

Bu calismadan elde edilen sonuglara gore, tim
anaclarin siirgiin gelisimi tuz stresinden olumsuz
etkilenmigtir. ~ Stres  kosullarinda  anaglarin
fizyolojik ve biyokimyasal yapilarinda 6nemli
degisikler meydana gelmistir. Tuzluluga toleransin
belirlenmesinde siirgiin gelisimi ile uyumlu bir
sekilde siirgiin lipid peroksidasyonu, toplam
antioksidan ve POD enzim aktivitelerinin strese

dayanim mekanizmasinda se¢im kriteri olarak
kullanilabilecegi belirlenmis, stres kosulunda en
yiiksek lipid peroksidasyonu ve en diisiik POD enzim
aktivasyonu Maxma anacindan elde edilmistir.
Tim gelisim ve fizyolojik parametreler birlikte
degerlendirildiginde tuzluluk stresinden en fazla
etkilenen anacin Maxma ve en az etkilenen anacin
Gisela 5 oldugu, Colt anacinin ise tuz stresinden
orta derecede etkilendigi sonucuna vartlmigtir.

Tesekkiir

Bu caligma Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Kurumu (TUBITAK, Proje No:108 O
250) tarafindan desteklenmistir.
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