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Ozet: Bu calismada iki hassas (TR-47882, TR-47815), iki toleransli (TR-68516, TR-55711) ve bir yabani (P1-899-01) olmak iizere
toplam 5 domates genotipine 150 mM NaCl tuz stresi uygulanmigtir. Daha sonra zamana bagl olarak farkli konsantrasyonda yapraktan
azot (%0.5 ve %1) uygulanmigtir. Uygulama sonucunda hassas ve toleransh genotiplerin tuz stresinden farkli oranlarda etkilendigi tespit
edilmistir. Antioksidant enzim aktivitelerinden siiperoksit dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1), glutatiyon rediiktaz (GR: EC 1.6.4.2), askorbat
peroksidaz (APX: EC 1.11.1.11), katalaz (CAT: EC 1.11.1.6), MDA ve klorofil miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Enzim aktiviteleri toleransl
genotiplerde artmis, hassas genotiplerde azalmistir. MDA ve klorofil sonuglar1 da enzim aktivitelerini pozitif yonde desteklemistir. Analiz
sonuglarina gére azot uygulamasina bagl olarak toleransli genotipler tuz stresinden etkilenmedigi halde, hassas genotipler tuz stresinden
yiiksek oranda etkilenmistir. Bu sonuglara gore azot uygulamasi yaparken, %1.0’lik dozun tuz stresinden korunmada kritik bir rol
oynadig1 ve toleranst artirict bir etki yaptigi sonucuna varilmgtir.

Anahtar Kelimeler: azot, tuz stresi, domates, antioksidant enzimler

The Affect of Nitrogen Application on Salt Stress and Antioxidant Enzyme
Activities

Abstract: In this study, 150 mM NaCl salt stress was applied to five tomato genotypes that are two sensitive (TR-47882, TR-47815), two
tolerant (TR-68-516, TR-55711) and one wild (P1-899-01) one. Then, depending on time, different concentrations of nitrogen (0.5% and
1%) were applied to leaves. According to the results of the application, it was determined that the sensitive and tolerant genotypes were
affected by the salt stress on different levels. Of the antioxidant enzyme activities, superoxide dismutase (SOD: EC 1.15.1.1), glutathione
reductase (GR: EC 1.6.4.2), ascorbate peroxidase (APX: EC 1.11.1.11) and catalase (CAT: EC 1.11.1.6) and the amount of MDA and
chlorophyll were measured. enzyme activities in the tolerant genotypes increased while they decreased in the sensitive ones. The MDA
and chlorophyll values also supported the enzyme activities positively. As a result of the nitrogen application, according to the results of
analyses, tolerant genotypes were not affected by the salt stress while sensitive ones were affected to a great extent. Based on these
results, it was concluded that dose of 1.0% nitrogen application plays a critical role in protection against salt stress and has the effect of
increasing tolerance.

Key words: nitrogen, salt stress, tomato, antioxidant enzymes

Giris

Bitki biiylimesini engelleyen her faktdr stres olarak
tanimlanmaktadir (Shannon, 1999). Diinyanin birgok
yerinde kuraklik, tuzluluk, asir1 sulama, yiiksek ve diisiik
sicaklik, pH ve agir metallerin neden oldugu stresler
yaygin olarak goriilmektedir (Levitt, 1980; Ashraf 1994).
Bu stresler ozellikle gelismekte olan iilkeler igin sosyal
ve ekonomik problemlere neden olmaktadir (Levitt,
1980, Gorham vd., 1985a). Diinya iizerinde tarim
alanlarinin % 26’lik kismi kuraklik stresi, % 20°1lik kismi1
tuz stresi etkisi altinda oldugu halde, sadece % 10’luk
kisim herhangi bir ¢evresel stres etkisi altinda degildir
(Blum, 1985; Ashraf ve Haris, 2004). Sosyal ve
ekonomik yapist ne olursa olsun beslenme agisindan
tarimin her ilke i¢in dnemli bir yeri vardir (Noble ve
Rogers, 1992). Cogunlukla hiicresel diizeyde oksidatif bir
hasar olarak ortaya ¢ikan tuz stresi, kurak ve yar1 kurak
bolgelerde verimi etkileyen Onemli bir faktordiir
(Gorham vd., 1985b; Mittova vd., 2002).
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Tuza kars1 gosterilen tepki bakimindan bitki tiirleri ve ¢esitleri,
hatta organlari arasinda fizyolojik ve metabolik degisimler
acisindan onemli farkliliklar bulunmaktadir (Belkhodja vd.,
1994; Ashraf, 2002; Parida ve Das, 2005). Genotipe bagl
olarak farkl siddetlerde ortaya ¢ikan tuzdan etkilenme derecesi
0 genotipin tuz stresi altinda gelistirdigi metabolik degisimlere,
yani; fizyolojik ve biyokimyasal tepkilere baghdir (Shannon ve
Grieve, 1999; Ashraf, 2002). Bitkiler stresle karsi karsiya
gelince, serbest amino asitleri, iyonlar1 ve ¢6ziinebilir maddeleri
biriktirerek osmotik potansiyellerini disiiriirler (Weimberg,
1986; Ashraf, 1994; Shannon, 1987). Tuz stresi ile
karsilagtiklarinda ise toprak ¢ozeltisinden gesitli iyonlar1 alarak
ya da bazi organik bilesikleri sentezleyerek osmotik uyum
saglamaktadirlar (Salama vd., 1994). Bir¢ok arastirici osmotik
uyum ile tuz toleransi arasinda bir iligkinin oldugunu ileri
sirmektedir (Greenway Vve Munns, 1980; Yeo, 1983,
Weimberg, 1987). Ashraf (2004)’m yaptigi calismada tuzlu
cevrelerde yetisen tuza dayanikli gesitlerin gévdelerinde hassas
cesitlere gore daha az iyon biriktirdigi bildirilmektedir.
Bitkilerin yaprak dokusunun oransal su kapsami dlgiilerek de
strese kars1 toleranslar1 belirlenebilmektedir (Greenway ve
Munns, 1980; Shalaby vd., 1993; Ashraf, 2002).
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Ghoulam vd. (2002)’ na gore, azot igerikli bir bilesik
olan prolin, stres kosullarinda artig gostermekte ve toksik
(serbest) 0, radikallerinin detoksifikasyonuna
katilmaktadir. Benzer sekilde, poliaminler de azot
uygulamasina bagli olarak bitki dokularinda artmakta
(Mittova, ve Guy, 2002) ve stres kosullarinda olusan
toksik O, radikallerinin detoksifikasyonunda rol aldig
bildirilmektedir (Munne-Bosch ve Penuelas, 2003;
Demiral vd., 2009). Toksik O, radikalleri bitkilerde
fotosentez sirasinda  yogun olarak kloroplastlarda
sentezlenmektedir ~ (Chattopadhayay  vd.,  2002).
Fotosentez siirecinde absorbe edilen 151k enerjisi ve agiga
cikan elektronlar herhangi bir stres sonucu (6rnegin tuz
stresi) CO, indirgenmesinde  kullamilmayinca,
kloroplastlarda birikmekte ve O, nin aktivasyonuna
neden olmaktadir (Chen, 1989). Molekiiller O,'in
aktivasyonuyla toksik etkinlikleri ¢cok yiiksek olan O,
radikal ve tiirevleri olusmaktadir (Asada, 1992; Cakmak,
1994; Abebe, vd., 2003). Toksik O, tiirevleri proteinlere,
membran lipitlerine, DNA'ya ve diger hiicresel
komponentlere zarar vermektedir (Du vd., 2001). S6z
konusu toksik O, radikallerinin stres kosullarinda
sentezlenmesi, Ozellikle ortamdaki 1sik intensitesinin
fazla olmasiyla daha da artmakta ve bitkilerde klorofil ve
membran tahribat: seklinde goriilen fotooksidatif (1518a
bagl) hasar olarak ortaya ¢ikmaktadir (Hernandez ve
Almansa, 2002).

Bu amagla bitkilere azot uygulanarak tuz stresine karsi
tolerans artirict pek ¢ok aragtirma yapilmisgtir (Esendal
vd., 2000; Mert vd., 2003; Coskun ve Oktem, 2003;
Kagar vd., 2004; Sezal vd., 2007). Azotlu giibre
kullanilan biber meyve orneklerinde iyon miktarlarinin
etkilendigi, ozellikle magnezyum ve fosfor oranlarinin
6nemli oranda arttig1 rapor edilmistir (Cimrin vd., 2000).
Farkli oranlarda aritma ¢amuru uygulanmig topraklarda
organik azotun 16g/kg oraninin en iyi sonucu verdigi
tespit edilmistir (Kocaer vd., 2003). Sezal vd., (2007),
bugdayda uygulanan N miktarimin diisiik olmasi halinde
metrekaredeki kardes sayisimin  azaldigini, bunun
sonucunda sapa kalkma doneminde uygulanan azottan
yeterince  sonu¢  almamadigim  belirlemiglerdir.
Uygulanan azot miktarinin artmasi genellikle tahillarda
tane sayisimt artirirken, tane agirhigini azaltmaktadir
(Rasmussen ve Douglas, 1992). Scebba vd., (1998),
degisik dozlarda azot uygulamasinmin 3 patates c¢esidinde
en yiiksek yumru verimi, kuru madde, nisasta, protein
orant ve beslenme degerinin 18 kg N/da’lik azot
uygulamasindan elde edildigini agiklamigtir. Bitki siklig1
ve azot dozlarinin merit seker musirt ¢esidinde kogan
boyu, kocan c¢api, tane sayisi, taze agirlik verimine
etkileri 6nemli bulunmustur (Turgut, 2000). Baska bir
calismada farkli azot dozu ve sira mesafesi {izerine artan
azot doz uygulamasi sonucunda toplam yumru veriminde
O6nemli artiglar elde edilmistir (Tungtiirk vd., 2004).

Bazi nohut c¢esitlerinde degisik azot dozlarmin tane
sayisini artirirken, tane veriminde azalmalar oldugu tespit
edilmigtir (Kagar vd., 2004). Degisik azot dozlarimin
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dogal Datura (Datura stramonium L.) bitkisinde azotlu giibre
artistyla orantili olarak tohum verimini artirdig: tespit edilmistir
(Esendal vd., 2000). Baz1 ekmeklik bugday cesitlerinde farkli
azot dozlarmin bitki boyu, basak uzunlugu, basakcik sayisi,
bagsakta tane sayist ve basakta tane agirlig1 yoniinden istatistiki
olarak onemli farklar elde edildigi rapor edilmigtir ( Mert vd.,
2003). Yine bagka bir arastirmada azot dozunun artigi ile
incelenen tiim 6zelliklerin 6nemli etkide bulundugu, uygulama
zamaninin verim ve kalitede etkin rol oynadig1 rapor edilmistir
(Wong, 1985; Coskun ve Oktem, 2003). Cilek cesitleri iizerinde
yapilan bir ¢aligmada selva ¢esidi i¢in en uygun azot dozunun
20 kg/da, chveler ¢esidi i¢in ise 30 kg/da oldugu belirlenmistir
(Yilmaz vd., 1999). Stres sartlarinda beklenmedik sekilde
degisiklik ftreticiye ve fiilke ekonomisine biiyiik kayiplar
vermektedir (Nizam, 2009). Bu tiir bir zararin tamamen Oniine
gecmek pratikte zor gériinen bir durumdur. Ancak, bu
kayiplarin minimum seviyeye indirilmesinde kontrollii bir azot
uygulamasinin kritik bir degere sahip oldugu, agaglar (Ribas-
Carbo vd., 2005) iizerinde yapilan ¢alismayla ortaya konmustur.
Ayrica yapraktan yapilan azot uygulamasimin ¢iceklenmeyi
tesvik ederek verimi arttirdigi bildirilmistir (Edwards, 1986;
Lowatt vd., 1988; Oncel ve Keles, 2002; Bybordi ve
Ebrahimian, 2011; Simaei vd., 2011).

Yukarida detaylariyla vermeye calistigimiz azotla ilgili
caligmalar sonucunda, ekonomik degeri olan domates gesitleri
iizerinde yapilacak caligmanin ilging sonuglar elde edilecegi
fikrini vermistir. Bu amagla tuz stresi ile azot dozlar1 arasindaki
iligki planlanip arastirilmistir.

Materyal ve Metot

Denemede iki hassas (TR-47882, TR-47815), iki toleransli (TR-
68516, TR-55711) ve bir yabani (P1-899-01) olmak iizere
toplam 5 domates genotipine ait tohumlar kullanilmstir.
Denemeler su  kiiltiriinde  kontrolli  iklim  odasinda
yiriitiilmistiir (Cizelge 1). Dayanikli ve hassas genotipler daha
once yaptigimiz caligmada (Dogan, 2010a) 29 farkli genotip
arasindan sec¢ilmistir. Bitkiler, kontrolli sartlarda giindiiz (16
saat, 13500 pmol m? st 151k siddeti, sicaklik 25+2 °C, nem
%65+5 ) gece (8 saat, 1642 °C, nem % 65+5) diizeyine
ayarlanmig bitki yetistirme odasinda Hoagland (Hoagland ve
Arnon, 1950) besin ¢o6zeltisi kullanilarak yetistirilmistir. Su
kiiltiirinde yetisen 14 giinliik fidelere 150 mM NaCl tuz stresi
(Bozcuk, 1991) a gore, azot % 0.5 ve % 1.0 (agirlik/hacim)
oranlarinda S'er giin arayla 4 kez yapraktan uygulanmistir.
Yapraktan iire uygulamalar: (diisiik biiiretli iire: HAILEAE 46-
0-0, Sheffer transtiirk Tarim Sanayi ve Ticaret A.S.) Embleton
ve Jones 1974’ in bildirdigi dozlar referans alinmistir.
Calismalarda uygulama sayisi, uygulama donemi, stres siiresi
ve stres siddeti De Hayes vd., (1989)’un yaptiklar1 ¢aligmalar
baz alinmustir. Boylece (kontrol, % 0.5 azot, % 1.0 azot, stres,
stres+% 0.5 azot, stres+% 1.0 azot) 6 farkli gruptan olusan bir
deneme planlanmigtir. Cimlenme asamasi, fide ve su kiiltiri
asamast olmak lizere toplam 34 giinliik fideler hasat edilerek
asagidaki analizler yapilmistir.
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Cizelge 1. Denemede kullanilan domates genotipleri
Genotip adi Tiir adi Kokeni
TR-68516 L. Esculentum Tirkiye (Toleransli)
TR-55711 L. Esculentum Tirkiye (Toleransli)
P1-899-01 L. Peruvianum Yabani (Yabani Toleransl)
TR-47882 L. Esculentum Tirkiye (Hassas)
TR-47815 L. Esculentum Tiirkiye (Hassas)

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi ve ekstraktlarin
hazirlanmast: Kontrol ve tuz stresi ile tuz stresi art1 azot
uygulanmig bitkilerin ilk ii¢ yapraklarindan ekstraktlar
hazirlanmigtir. Buna gore yaklasik, 0.5 gram taze yaprak
ornegi sivi azotta ezilmis ve i¢inde 0.1 mM Na-EDTA
bulunan 50 mM’lik (pH 7.6) fosfat (P) tampon ¢ozeltisi
ile (10 ml) homojenize edilmistir. Homojenize edilen
ornekler 15 dk siire ile 15000 g ve +4 °C de santrifiij
edildikten sonra, elde edilen silipernatantta enzim
aktiviteleri yine Cakmak (1994)’in yoOntemlerine gore
belirlenmistir.

Katalaz (CAT) aktivitesi: Spektrofotometrede H,0,’nin
240 nm’de (E=39,4 mM cm™) pargalanma orani esas
almarak 6l¢iilmiistiir. Buna gore, son hacim 1 ml olan
reaksiyon ortamimi 0,1 mM EDTA igeren 25 mM’lik
fosfat tamponu (pH 7,6), 0,1 ml 100 mM H,0, ve enzim
ekstrakti olugturmaktadir. Yukarida hazirlanis1 agiklanan
ekstrakta 10’ar saniye ara ile 1 dakika siiredeki H,0,
dekompozisyonu  spektrofotometrede (Shimadzu UV-
1208) okunmus ve CAT enzim aktivitesi pmol/min/g
T.A. olarak hesaplanmustir.

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi: 290 nm’de (E=2,8
mM cm™) askorbatin oksidasyon hizi Olgiilerek
saptanmistir. Buna gore, son hacmi 1 ml olan reaksiyon
ortamima 0.1 mM EDTA igeren 50 mM’lik fosfat
tamponu (pH 7.6), 0.1 ml 10 mM EDTA igeren 12 mM
H,0,, 0.1 ml 0.25 mM L(+) askorbik asit ve enzim
akstrakt ilave edilerek askorbat oksidasyonu 20 saniye
ara ile 1 dakika siiredeki askorbat oksidasyonu
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1208) okunmus ve
AP aktivitesi pmol/min/g T.A. olarak hesaplanmustir.

Glutatyon rediiktaz (GR) enzim Aktivitesi: 340 nm’de
(E=6,2 mM cm™) NADPH’ mn oksidasyonu esas
almarak Ol¢iilmiistiir. Buna gore, son hacim 1 ml olan
reaksiyon ortamma 0.1 mM EDTA igeren 50 mM ‘lik
fosfat tamponu (pH 7.6), 0.1 ml 0.5 mM okside
gulutatyon, 0.1 ml 0.12 mM NADPH ve enzim ekstrakti
ilave edilerek NADPH oksidasyonu 340 nm’de 20 saniye
ara ile 1 dakika stiredeki askorbat oksidasyonu
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1208) okunmus ve
GR aktivitesi umol/min/g T.A. olarak hesaplanmistir.

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi: Nitro blue
tetrazolium kloridin (NBT) 1sik altinda 0, tarafindan
indirgenmesi yontemine gore Ol¢iilmiistiir. Bu yonteme
gore son hacim 5 ml olacak sekilde cam siseler igcinde
olusturulan reaksiyon ortamina 6nce 0.1 mM Na-EDTA
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igeren 50 mM’lik (pH 7.6) fosfat tamponundan konulduktan
sonra iizerine sirasiyla enzim ekstrakti (25-100 pl), 0.5 ml 50
mM Na,CO; (pH 10.2), 0.5 ml 12 mM L-methionine, 0.5 ml 75
uM p-NBT ve 0.5 ml 10 pM riboflavin eklenmistir. NBT’in 0,
tarafindan indirgenmesi ise drneklerin 24 °C ve 400 pmol m?s’
! 1s1k intensitesi altinda 10-15 dk tutulmast ile saglanmstir. 1
dakika stredeki askorbat oksidasyonu spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1208) okunmus ve SOD aktivitesi pmol/min/g
T.A. olarak hesaplanmigtir. SOD aktivitesi U/g T.A. olarak
hesaplanmistir. Bir SOD aktivite {initesi, (U) 560 nm’de 6l¢iilen
NBT’un indirgenme oraninin %350’sinin engellenmesi igin
gereken enzim miktari olarak ifade edilmistir.

Klorofillerin belirlenmesi: Bitki yaprak orneklerinde klorofil
belirlenmesi Luna vd., (2000) gore; bitki yapraklarindan bilinen
miktarda alman taze Ornekler % 80’lik 10 ml etanol igine
konmus ve su banyosunda 80 °C’de 20 dakika bekletildikten
sonra 654 nm’de absorbans (A) degerleri spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1208) okunarak pg/mg T.A. olarak
hesaplanmustir.

Malondialdehid (MDA) I¢eriginin Belirlenmesi: MDA miktari
Lutts vd. (2004)’nin yontemi esas alinarak belirlenmistir. Bu
yonteme gore -80 °C de donmus olan 6rneklerden 200 mg yas
yaprak 6rnegi alinmisg, bunun iizerine 5 ml % 0.1 ‘lik Trichloro
Aceticacid (TCA) ilave edilmis ve bu karisim 12500 rpm devir
hizinda 20 dakika siireyle santrifiij edilecektir. 5 ml’lik
ekstrakttan 3 ml siipernatant alinarak, tizerine % 20
Thiobarbiitiric Acid (TBA) bulunan % 0,1°’lik 3 ml TCA ilave
edilmistir. 95 °C’ deki sicak su banyosunda 30 dakika
bekletilen karigimin, 532 ve 600 nm’de absorbans degerleri
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1208) okunmustur. Kor
olarak, i¢inde % 20 TBA bulunan % 0.1’lik TCA kullanilmistir.
Yaprak dokularindaki MDA miktari, pmol/g T.A. olarak
hesaplanmustir.

Elde edilen ortalama degerler varyans analizine tabi
tutulmustur. Uygulamalar arast farkliliklarin ve
interaksiyonlarin 6nemliliginin belirlenmesinde 0.05 ve 0.01
olasilik diizeyinde F testinden faydalanilmustir.
Gruplandirmalarda Asgari Onemli Farklilik (A.O.F.- 0.05) testi
kullanilmigtir. En uygun zaman ve azot dozu regresyon
analizine goére belirlenmistir. Hesaplamalar Turan (1986)’in
belirttigi yontemlere gore yapilmustir.

Bulgular

Bu caligmada iki hassas (TR-47882, TR-47815), iki toleransh
(TR-68516, TR-55711) ve bir yabani (P1-899-01) olmak iizere 5
domates genotipine tuz stresi uygulanmistir. Tuz stresinden
sonra azot uygulamasina bagli olarak enzim aktivitesi ile MDA
ve klorofil analizleri yapilmistir. Analiz sonuglarina gore
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi toleransli olarak bilinen
genotiplerin (TR-68516, TR-55711) kontroliinde (112448,
1156+5 ve 1345+4 Unite/g T.A.) bulunurken, %1.0 azot
uygulandiginda (1304+3, 1221+3 ve 14365 Unite/g T.A.)
oranlarina yiikselmigtir. Stres uygulandiginda (16213, 167243
ve 1733+5 Unite/g T.A.) bulunmus olup, stres+%1.0



uygulandiginda (14563, 1879+3 ve 1689+4 Unite/g
T.A.) oranlarinda bulunmugtur (Cizelge 2). Hassas olarak
bilinen genotiplerin (TR-47882, TR-47815) kontroliinde
(1158+2 ve 1144+2 Unite/g T.A.) bulunurken, %1.0 azot
uygulandiginda (139743 ve 1246+2 Unite/g T.A))
oranlarina yiikselmistir. Stres uygulandiginda (1384+5 ve
1291+3 Unite/g T.A.) bulunmus olup stres+%]1.0
uygulandiginda  (1386+2 ve 1245+4 Unite/g T.A.)
oranlarinda bulunmugtur (Cizelge 2).

Glutatiyon rediiktaz (GR) aktivitesi toleransli, olarak
bilinen (TR-68516, TR-55711) genotiplerin kontroliinde
(48.5+9, 51.8+8 ve 45.7+6 umol/g T.A.dak.) bulunurken,
%1.0 azot uygulandiginda (53.9£2, 56.9£7 ve 54.8+5
pmol/g  T.A.dak.) oranlarina yiikselmistir.  Stres
uygulandiginda (66.3+7, 73.748 ve 78.3+6 pmol/g
T.A.dak.) bulunmus olup stres+%1.0 uygulandiginda
(81.5+8, 88.9+7 ve 81.844 umol/g T.A.dak.) oranlarinda
bulunmustur (Cizelge 2). Hassas olarak bilinen
genotiplerin (TR-47882, TR-47815) kontroliinde (49.7+8
ve 50.4+5 pmol/g T.A.dak.) bulunurken, %1.0 azot
uygulandiginda (45.844 ve 57.8+5 pmol/g T.A.dak.)
oranlarina yikselmistir. Stres uygulandiginda (47.8+5 ve
63.4+5 umol/g T.A.dak.) bulunmus olup stres+%]1.0
uygulandiginda (49.2+8 ve 59.846 umol/g T.A.dak.)
oranlarinda bulunmustur (Cizelge 2).

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi toleransli olarak
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bilinen genotiplerin (TR-68516, TR-55711) kontroliinde (6.8+2,
4.6x1 ve 4.4+1 pmol/g T.A.dak.) bulunurken, %1.0 azot
uygulandiginda (6.843, 6.8+1 ve 6.7+2 umol/g T.A.dak.)
oranlarina yiikselmistir. Stres uygulandiginda (6.1£2, 6.6+2 ve
6.7£3 pmol/g T.A.dak.) bulunmus olup stres+%1.0
uygulandiginda (6.9+2, 6.5+3 ve 6.5+1 umol/g T.A.dak.)
oranlarinda bulunmustur (Cizelge 2). Hassas olarak bilinen
genotiplerin (TR-47882, TR-47815) kontrolinde (4.5+2 ve
4.5+2 pmol/g T.A.dak.) bulunurken, %1.0 azot uygulandiginda
(3.442 ve 3.6+2 pmol/g T.A.dak.) oranlarina yiikselmistir. Stres
uygulandiginda (3.2+1 ve 3.6+3 pmol/g T.A.dak.) bulunmus
olup stres+%1.0 uygulandiginda (3.4+2 ve 2.843 pmol/g
T.A.dak.) oranlarinda bulunmustur (Cizelge 2).

Katalaz (CAT) aktivitesi toleranshi olarak bilinen genotiplerin
(TR-68516, TR-55711) kontrolinde (6.2+3, 6.1£1 ve 6.742
umol/g T.A.dak.) bulunurken, %1.0 azot uygulandiginda
(6.4+5, 6.1£2 ve 6.8#5 pumol/g T.A.dak.) oranlarina
yiikselmistir. Stres uygulandiginda (6.8+6, 6.2+3 ve 6.9+4
umol/g T.A.dak.) bulunmus olup strest%1.0 uygulandiginda
(5444, 6.7£1 ve 6.1£3 umol/g T.A.dak.) oranlarinda
bulunmustur (Cizelge 2). Hassas olarak bilinen genotiplerin
(TR-47882, TR-47815) kontroliinde (6.24+3 ve 6.6+3 umol/g
T.A.dak.) bulunurken, %1.0 azot uygulandiginda (6.1+£1 ve
6.9+1 pmol/g T.A.dak.) oranlarina yiikselmistir. Stres
uygulandiginda (3.2+3 ve 3.4+3 pmol/g T.A.dak.) bulunmus
olup stres+%1.0 uygulandiginda (2.842 ve 2.844 pmol/g
T.A.dak.) oranlarinda bulunmustur (Cizelge 2).

Cizelge 2. Farkli azot uygulamasi (%0.5 ve %1.0) ve tuz stresi (150 mM NaCl) altinda yetistirilen domates
genotiplerinde Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon rediiktaz (GR), Askorbat peroksidaz
(APX) ve Katalaz (CAT) aktivitesi (Degerler ii¢ tekrarin ortalamas: + standart hata olarak

verilmistir).
Genotip SOD (Unite/g T.A)
Uygulama kontrol %0.5 azot %1.0 azot stres stres+%0.5 stres+%1.0
TR-68516 112448 121348 130443 162143 1478+2 145643
TR-47815 1158+2 1408+4 139743 1384+5 138742 1386+2
TR-55711 11565 1288+9 122143 1672+3 1657+4 187943
P1-899-01 1345+4 1422+6 1436+£5 173345 1765+3 1689+5
TR-47882 1144+2 1214+4 12462 1291+£3 1345+3 124544
GR (umol/g T.A Dak.)
Uygulama kontrol %0.5 azot %1.0 azot stres stres+%0.5 stres+%21.0
TR-68516 48.5+9 51.1£3 53.9+2 66.3£7 52.7+3 81.5+8
TR-47815 49.7+8 43.2+5 45.8+4 47.8+5 44.8+8 49.2+8
TR-55711 51.8+8 55.5+6 56.9+7 73.7+8 85.7+4 88.9+7
P1-899-01 48.7+6 51.7£5 54.8+5 78.3+6 78.7+8 81.8+4
TR-47882 50.4+5 56.4+6 57.8+5 63.4+£5 49.4+8 59.8+6
APX(pmol/g T.A Dak.)
Uygulama kontrol %0.5 azot %1.0 azot stres stres+%0.5 stres+%21.0
TR-68516 6.8+2 5.842 6.8+3 6.1+£2 6.2+3 6.9+2
TR-47815 4.5+2 3.9+2 3.4+2 3.2+1 3.8+1 3.4+2
TR-55711 4.6x1 5.743 6.8+1 6.6+2 6.6+2 6.5+3
P1-899-01 4.4+1 5.8+1 6.7+2 6.7£3 6.7£1 6.5+1
TR-47882 4.542 4.2+1 3.6+2 3.6+3 3.542 2.843
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CAT (umol/g T.A Dak.)
Uygulama kontrol %0.5 azot %1.0 azot stres stres+%.0.5 stres+%1.0
TR-68516 6.243 6.4+8 6.4+5 6.8+6 5.8+6 5.4+4
TR-47815 6.74+2 6.3+3 6.1+1 3.243 2.944 2.8+2
TR-55711 6.1+1 6.8+1 6.1£2 6.2+3 6.942 6.7+1
P1-899-01 6.7+£2 6.4+4 6.8+5 6.94+4 6.1£2 6.1£3
TR-47882 6.6+3 6.3+2 6.9+1 3.4+3 3.2+1 2.844

SOD (genotip P= 0.024, stres P= 0.034), GR (genotip P=0.022, stres P= 0.044), APX (genotip P=0.014, stres

P=10.014), CAT (genotip P=0.024, stres P=0.014)

Klorofil miktar:: toleransli olarak bilinen genotiplerin
(TR-68516, TR-55711) kontroliinde (4.8+2, 4.848 ve
4.7+5 pg/g T.A.) bulunurken, %1.0 azot uygulandiginda
(7.543, 7.5£#5 ve 7.843 png/g T.A.) oranlarma
yiikselmigtir. Stres uygulandiginda (4.6+4, 4.3£3 ve
4.7£5 png/lg T.A) bulunmus olup stres+%1.0
uygulandiginda (6.94£5, 7.4£3 ve 7.2+5 ng/g T.A)

oranlarinda bulunmustur (Cizelge 3). Hassas olarak bilinen
(TR-47882, TR-47815), genotiplerin kontroliinde (4.6+4 ve
4.9+6 pg/g T.A.) bulunurken, %1.0 azot uygulandiginda
(6.844 ve 6.2+6 pg/g T.A.) oranlarma yiikselmistir. Stres
uygulandiginda (3.7£3 ve 3.3+3 pg/g T.A.) bulunmus olup
stres+%1.0 uygulandiginda (4.4+4 ve 4.1£5 pg/g T.A)
oranlarinda bulunmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. Farkli azot uygulamast (%0.5 ve %1.0) ve tuz stresi (150 mM NaCl) altinda yetistirilen
domates genaotiplerinde toplam kiorofil miktar1. (Degerler ii¢ tekrarin ortalamas: + standart
hata olarak verilmistir)

Genotip Toplam Klorofil pg/g T.A

Uygulama kontrol %0.5 azot %1.0 azot stres stres+0.5 stres +1.0
TR-68516 32.242 44.2+6 58.243 27.5+2 36.5+£3 35.248
TR-47815 44,345 47.2+6 51.1+£8 24.4+2 24.0+5 21.8+4
TR-55711 33.548 38.4+6 54.2+45 20.8+8 24.5+2 24.545
P1-899-01 56.4+5 65.243 69.4+4 28.1+5 29.4+3 28.5+2
TR-47882 38.5+3 41.6£5 44.5+2 20.9+6 21.1+£2 20.2+4

Protein (genotip P=0.033, tuz P=0.021), Klorofil (genotip P=0.034, tuz P= 0.022)

MDA miktari: Toleransli olarak bilinen genotiplerin
(TR-68516, TR-55711) kontroliinde (35.2+3, 38.4+5 ve
44.4+7 ng/g T.A.) bulunurken, %1.0 azot uygulandiginda
(43.5+4, 52445 ve 48.2+6 png/g T.A.) oranlarmna
yiikselmistir. Stres uygulandiginda (37.5+11, 4.343 ve
4.7+5 pg/g T.A) bulunmus olup stres+%]1.0
uygulandiginda (6.9+5, 7.443 ve 7.2+5 pg/g T.A)

oranlarinda bulunmustur (Cizelge 4). : Hassas olarak bilinen
genotiplerin (TR-47882, TR-47815) kontrolinde (4.6+4 ve
4.9+6 pg/g T.A.) bulunurken, %1.0 azot uygulandiginda
(6.844 ve 6.2+6 pg/g T.A.) oranlarina yiikselmistir. Stres
uygulandiginda (3.7£3 ve 3.3+3 pg/g T.A.) bulunmus olup
stres+%1.0 uygulandiginda (4.4+4 ve 4.1£5 pg/g T.A)
oranlarinda bulunmustur (Cizelge 4).

Cizelge 4. Farkli azot uygulamasi (%0.5 ve %1.0) ve tuz stresi (150 mM NaCl) altinda yetistirilen
domates genotiplerinde MDA miktari. (Degerler ii¢ tekrarin ortalamasi + standart hata olarak

verilmistir)
Genotip MDA (ng/g T.A)
Uygulama kontrol %0.5 azot %1.0 azot stres stres+%0.5 tres+%1.0
TR-68516 45.243 44 247 43.5+4 67.5+11 59.3+14 65.3£12
TR-47815 43.244 47.343 44.2+3 48.6+10 23.5+11 34.2+13
TR-55711 48.4+5 46.4+4 52.4+5 62.5+14 58.4+12 54.6+12
P1-899-01 44 .4+7 51.2+48 48.2+6 66.8+12 55.3+11 62.2+10
TR-47882 47.545 48.2+3 45.9+4 33.2+10 21.8+10 25.6£11
MDA (genotip p=0.032), tuz P=0.031)
Tartisma ve Sonug¢ 2).

Bir ¢ok arastirici tarafindan tuz stresinde s6z konusu
enzim oranlarinin farkli sekilde etkilendigi bulunmustur
(Dogan vd., 2010a, Bybordi ve Ebrahimian, 2011, Simaei
vd., 2011). Bu calismada da SOD, GR, APX ve CAT
enzim aktiviteleri tuz stresiyle artis gostermistir (Cizelge

Celtik fideleriyle yapilan calismada, tuz stresi sonrast SOD
aktivitesinin yavas ve kademeli olarak arttigi bulunmustur
(Oidaire vd., 2000). Lee ve Lee (2000) 'nin hiyar bitkisiyle
yaptiklar1 ¢alismada, yapraklarda SOD aktivitesinin tuz
uygulamasindan sonra arttigt bulunmustur. Baska bir
arastirmada tuz stresine toleransli olan domateslerin hassas
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olanlara gore daha etkin bir antioksidatif enzim sistemine
sahip oldugu belirtilmistir (Scandalios 1993; Shalata vd.,
2001; Dalal ve Khanna-Chopra, 2001; Ben-Amor vd.,
2006; Dogan vd., 2010b). Calismada yabani (P1-899-01)
ve toleransli (TR-68516, TR-55711) iki genotipte SOD
miktarinin artt1ig1, hassas (TR-47882, TR-47815) iki
genotipte ise azaldigr gorillmistir (Cizelge 2). Strese iyi
adapte olmusg yabani domates tiiriiniin (Lycopersicon
perivianum), kiiltiri yapilan modern domatese (L.
esculentum) gore strese kargt daha dayanikli olmasimin
nedeni yabani tirin aktif oksijen radikallerinin
olusumunu daha etkin sekilde engellemesiyle iligkili
bulunmustur (Mittova vd., 2002). Siiperoksit dismutazin
(SOD), siiperoksit radikali (O;7)'nin H,O, ve O,'ye

dismutasyonunu  katalizleyerek  (Cakmak, 1994),
stiperoksit  konsantrasyonunun  yiiksek  olusmasini
sagladigi ve bu nedenle Haber-Weiss reaksiyonu

iizerinden hidroksil radikal olusumunu minimize ettigi
(Elstner,  1982)  bildirilmistir. =~ Domateslere N
uygulamasindan sonra olusan olumlu gelismeye bagh
olarak yaprak rengi ve sayisimin artmasi, fotosentez
tizerinde artirict  etki  yapmig olabilecegi  fikrini
vermektedir. Nitekim N igerigindeki artisa bagli olarak
yapraklarin CO, asimilasyon oraninin ispanakta (Evans
ve Terashima, 1988), bugdayda (Evans, 1983) ve misirda
(Muchow ve Sinclair, 1997) 6nemli 6lgiide artigi tespit
edilmistir. Stres sartlarinda hassas genotiplerde SOD
miktarinin azalmasinin nedeni, fotosentetik olaylarin
bloke edildigini gdstermektedir. Hassas genotiplerde
strese kars1 stres proteinlerin sentezlenmedigi, buna bagl
olarak SOD aktivitesinin azaldigi diigtiniilmektedir
(Dogan vd., 2010a).

GR aktivitesinin tuz stresinde farkli sekilde etkilendigini
ortaya koyan pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Ornegin,
Arabidopsis thaliana'nin stresle birlikte GR aktivitesinde
artis oldugu bulunmustur (Chattopadhayay vd., 2002).
Hiyarda yapilan bir ¢alismada tuz stresi uygulamasindan
sonra bitkilerde GR aktivitesinin dereceli olarak artig
gosterdigi bildirilmistir (Lee ve Lee, 2000). Yapilan
bagka caligmalarda tuz stresiyle birlikte GR diizeyinin
domates yapraklarinda degismedigi (Walker ve
MeKersie, 1993), celtikte distiigii (Chattopadhayay vd.,
2002) bildirilmigtir. N uygulamasiyla GR’daki artiga
bakarak, sistemin, savunma mekanizmasin1 aktif hale
getirdigini  sOyleyebiliriz. Arastirmamizda tuz stresi
kosullarinda GR miktarmin énemli dlgiide artmis olmasi,
SOD’da oldugu gibi, azotun GR'm detoksifikasyon
kapasitesini arttirmig olabilecegini yukarda belirtilen
calismalarla paralellik gostermektedir (Cizelge 2). Buna
gore, SOD, GR aktivitelerinin tuz konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte fasulyede artigi rapor edilmektedir
(Dalal ve Khanna-Chopra 2001).

APX aktivitesinin ise tuz uygulamasindan sonra geltik
fidelerinde arttigi bulunmustur (Oidaire vd., 2000).
Askorbik asit i¢cin daha az spesifik olup kloroplastik
olmayan ve baslica hiicre duvarlarinda ve sitoplazmada
lokalize olan APX (Hernandez ve Almonsa 2002),
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denemede stresle birlikte 6nemli 6lgiide artmustir (Cizelge 2).
Bu c¢alismada, tuz stresine dayanikli olan ¢esidin
yapraklarindaki APX aktivitesinin strese hassas olan ¢esitten
daha yiiksek oldugu saptanmustir (Ben-Amor vd., 2006). APX
aktivitesinin stresle birlikte, N uygulamasina bagl olarak
onemli Ol¢lide artmasi, strese karst toleransin N
uygulamasindan olumlu yonde etkilendigini gdsteren bir baska
sonu¢ olmustur (Cizelge 2). Mittova vd., (2004)' na gore,
yiiksek askorbat peroksidaz aktivitesi, lokalize oldugu, hiicre
duvarlarinda ve/veya sitosolde yiiksek diizeyde H,0,
tretiminin  oldugunu  gostermistir. Bu nedenle APX
aktivitesindeki artisa bagh olarak bu enzimin lokalize oldugu
yerlerde H,0O, diizeyinin disiik olabilecegini sOyleyebiliriz.
Bir bagka acgiklama ise su olabilir; APX aktivitesinin stresle
birlikte artmasi, bu enzimin detoksifikasyon (indirgenme)
kapasitesinin  H,O,'nin  oksidasyon kapasitesinin altinda
kalmasryla iligkili olabilir. Tuz stresi kosullarinda her iki tiirde
N uygulamasiyla birlikte bu enzimin aktivitesinde goriilen
artis N'un, toksik oksijen radikallerine karsi koruyucu rol
oynadigin1 ve hiicre duvarlarinin dayanikliligina katildigini
gostermektedir.

Stresin CAT aktivitesi iizerinde engelleyici etkisi de birgok
aragtirmaya konu olmustur. Tuz stresine bagli hiicre
tahribatinda CAT aktivitesindeki artistn  belirleyici rol
oynadigt vurgulanmistir. Antioksidatif savunma sisteminde
belirleyici rolii olan katalaz enzim aktivitesinin Arabidopsis
thaliana' da ve bugdayda distiigii (Munne-Bosch ve Penuelas
2003, Polesskaya vd., 2006), celtik fidelerinde etkilenmedigi
(Oidaire vd., 2000) tespit edilmistir. Prasad (1997), Shalata
vd., (2001)na goére, musir bitkilerinde tuz stresine Kkarsi
korunmada katalazin belirleyici bir rol oynadig1 belirtilmistir.
Prasad (1997)’1n ¢alistig1 enzimler igerisinde tuz toleransiyla
en iyi iliskiyi katalazin verdigi bulmustur. Yukarida belirtilen
aragtirmalara paralel olarak, katalaz aktivitesi tuz stresine
dayanikli olan ¢esitlerde hassas ¢esitlere oranla daha yiiksek
oldugu bulunmustur (Cizelge 2). Dayanikli genotiplerde %14
artma, duyarli genotiplerde %24 diizeyinde azalma meydana
gelmistir. Azot uygulamasi sonucu katalaz aktivitesi ozellikle
dayanikli genotiplerde, dnemli dl¢lide yiikselmistir. (Cizelge
2). CAT aktivitesindeki degisimlerin domates i¢in daha
belirgin oldugunu sdyleyebiliriz.

Yapraktan yapilan N uygulamasi, klorofil miktarinda 6nemli
sayilabilecek artiglar saglamigtir (Cizelge 3). Azot
uygulamasina bagli olarak protein sentezinin artmasi ve
dolayistyla klorofil miktarinin artmasi arasindaki iligkiye gore,
yaprak dokiilmesi onemli dlgiide azalmustir. Tki fakli domates
tiiriiyle yapilan bir c¢alismada, tuz stresine toleransli olan
cesitte (L. hirsitum) stresle birlikte toplam klorofil miktarinda
artig olurken, tuz stresine hassas olan tiirde (L. esculentum) ise
azaldig bildirilmistir (Walia vd., 2005, Chattopadhayay vd.,
2002; Islam vd., 2007; Sezal vd., 2007). Yabani ve diger iki
toleransli genotipte klorofil miktarinin artmasi fotosenez
oranin artistyla iligkili oldugu s6ylenebilir.

Azot uygulamasiyla tuz toleransinin arttigini inceleyen sinirl
sayida ¢alismada genel olarak tuz stresinde MDA’nin arttigt
yoniindedir (Hodges vd., 1999; Chen vd., 2000; Shalata vd.,
2001; Bybordi ve Ebrahimian, 2011; Simaei vd., 2011). Bu



Azot Uygulamasmnin Tuz Stresi ve Antioksidant Enzim Aktivitesine Etkisi

baglamda, misir ve hiyarda yiiriitiilen denemelerde tuz
stresinin neden oldugu en karakteristik degisikligin
MDA’daki artis oldugu bulunmustur (Ben-Amor vd.,
2006). Kendall ve McKersie (1989) 'nin bildirdigine gore,
stres kosullarinda tiretilen aktif O, radikalleri membranlarda
lipid peroksidasyonuna neden olmakta ve bu durum da
membranlarin hasariyla sonu¢lanmaktadir. Azot
uygulamasma bagli olmaksizin denemede ki domates
yapraklarinda ortalama MDA degerlerinin kontrollerden
yiiksek olmasi domateslerin ¢evresel stres faktorlerinden
daha fazla etkilenebilecegi ve serbest radikal olusumunun
daha yiliksek olabilecegi sonucunu ortaya g¢ikartmaktadir.
Kontrol bitkilerine gore hassas genotiplerde, tuz stresine
bagli olarak MDA da meydana gelen artig, N uygulamasiyla
ozellikle yabani ve iki toleransl genotipte énemli Olgiide
azalmistir  (Cizelge 3). Dayanikli sayilan  genotip
dokularinda MDA miktarinda goriilen azalma, azotun bir ya
da daha fazla mekanizmayla membranlarin dayanikliligina
katkida bulunduguna isaret etmektedir. Ayrica azot
uygulamasiyla tuz toleransinin arttigi birgok arastirici
tarafindan da ortaya konmustur (Caporn vd., 1994; Arslan
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