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Tuz Stresinin Karpuzda (Citrullus lanatus (Thunb.). Mansf.) Antioksidatif Enzim
(SOD, CAT, APX ve GR) Aktivitesi Uzerine Etkisi"
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Oz: Tuz stresinin karpuz (Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf.) yapraklarindaki antioksidatif enzim aktiviteleri (Superoksit dismutaz-
SOD, katalaz-CAT, askorbik peroksidaz-APX ve glutatyon reduktaz-GR) iizerine etkisini belirlemek i¢in yiiriitiilen bu ¢aligmada tuza
duyarli Golden Crown F1, Crimson Sweet ile tuza-tolerant Diyarbakir ve Midyat yerel genotipinin fideleri kontrollii iklim odasinda su
kiiltiiriinde test edilmislerdir. Fidelerde 4-5 ger¢ek yaprak olustuktan sonra, 10 giinliik siireyle 100 mM NacCl stresine maruz birakilmistir.
Tuz uygulanan parsellerde, tuza tolerant genotiplerin SOD, CAT, APX ve GR enzim aktivitelerinin duyarli olanlara gére ¢ok yiiksek
oldugu saptanmistir. Midyat yerel genotipi SOD, CAT ve GR enzim aktiviteleri; Diyarbakir genotipi ise APX enzim aktivitesi
bakimindan digerlerine gore daha {istiin bulunmustur. Ayrica kontroldeki (0 mM NaCl) Midyat yerel genotipi fidelerinin yaprak SOD,
APX ve GR enzim aktivitelerinin, tuzlu ortamda kiiltiire alinan duyarli genotiplerden fazla olmasi dikkat ¢ekmistir. Elde edilen bulgulara
gore antioksidan enzim aktivitelerinin tuza tolerans iizerinde etkili oldugu; tuzlu kosullarda kiiltiire alinan karpuz genotiplerinin

antioksidatif enzim sistemlerini duyarl: ¢esitlere gore cok daha aktif kullandiklar1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Enzim, karpuz, tuz stresi, su kiiltiirii

The Effect of Salt Stress on Antioksidative Enzyme (SOD, CAT, APX and GR) Activity in Watermelon
(Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf.)

Abstract : In this study, we try to investigate salt stress on the watermelon (Citrullus lanatus (Thumb.) Mansf.) leaves within
antioxidative enzyme activities (Superoxid dismutase-SOD, catalase-CAT, ascorbic peroxidase-APX and glutatyon reductase-GR) which
is tested salt sensitive Golden Crown F1, Crimson Sweet with salt tolerance Diyarbakir and Midyat local genotypes seeds in the under
controlling climate room. After Seeds growth out of 4 or 5 real leaves which exposed 100mM NaCl stress for 10 days. Application of salt
parcels determined; genotype of salt tolerant is higher than genotypes sensitive of SOD, CAT and GR enzymes activities. Midyat local
genotype within SOD, CAT and GR enzyme activities and Diyarbakir genotype within APX enzymes are more dominant from the
others. Besides under control a (100mM NaCl) Midyat local genotypes seed leaves SOD, APX and GR enzymes activities paid attention
more count which took a place sensitive genotype for cultural ambient with salt. According to acquired results, we determined
antioxidative enzymes activities effective on the salt tolerance; and took a place in salt conditions watermelon genotypes more active
useful than sensitive antioxidative enzymes systems.

Key words: Enzyme, watermelon, hydroponics culture, salt stress
Giris

Tarimsal {retim alanlarinda tuzluluk, topraklarm altindaki bitkide artan diizeylerde sentezlenen serbest

verimliligini olumsuz yonde etkileyen, iiriin verimini
sinirlandiran en 6nemli sorunlardan birisidir. Toprak
tuzlulugu c¢ogunlukla yagis miktar1 az, yiiksek sicaklik
derecelerine sahip olan kurak ve yar1 kurak bdlgelerde
ortaya ¢ikmakta ve boyle alanlarda ciddi verim kayiplarina
neden olmaktadir (Munns ve Termaat, 1986). Tuzluluk
stresi ile karsi karsiya kalan bitkilerde de genotipik
Ozellikler ¢ercevesinde tepkiler olugsmakta, bazi bitki tiir ve
gesitleri tuzluluktan az diizeyde etkilenirken, bazilari ise
Olimciil bigimde zarara ugramaktadir (Levitt, 1980).
Karanlik (2001) tarafindan da agiklandigi gibi, stres

radikaller hiicrelere zarar vermekte, ozellikle yavaslama
stirecine  giren  fotosentezin  etkinligi daha da
sinirlanmaktadir. Sentezlenen serbest oksijen radikalleri,
protein membran lipitleri ve niikleik asitler ile klorofil gibi
hiicre komponentlerini de bozmaktadir (Fridovich, 1986;
Davies, 1987). Stres altindaki canlilarin genelinde oldugu
gibi  Dbitkilerde de stres karsisinda serbest oksijen
radikallerini zararsiz bilesiklere doniistiiren antioksidant
miktarlart ve antioksidant enzim aktiviteleri yiiksek
oldugunda, o bitkiler oskidatif zararlanmaya karsi daha
dayanikli olmaktadirlar. Bitkideki kloroplastlar, toksik
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oksijen tiirevlerine karsi antioksidatif savunma sistemlerine
sahip olup, bu antioksidantlarin basinda vitamin E, vitamin
C, glutatyon ve karotenoidler (beta-karoten ve zeaxanthin)
gelmektedir (Karanlik, 2001). Siiperoksit dismiitaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR),
katalaz (CAT) gibi enzimler serbest oksijen radikallerinin
yok edilmesinde en etkin antioksidatif enzimler olarak
bilinmektedirler (Cakmak ve Marschner, 1992; Cakmak,
1994; Gossett ve ark., 1994).

Bu calismadaki amag, tuz stresinin tuza-tolerant ve
duyarli karpuz genotiplerinin SOD, CAT, APX ve GR
antioksidan enzim aktivitelerine etkisini belirlemek ve tuza
toleranslik ile bu enzimler arasindaki iligkiyi arastirmaktir.

Materyal ve Yontem

Calismada, bitkisel materyal olarak daha dnce Yasar ve
ark. (2007) tarafindan tuza-duyarl olarak belirlenen Golden
Crown F1 (G.crwn F1), Crimson Sweet (C.Sweet.) ile tuza-
tolerant olarak belirlenen Diyarbakir ve Midyat yerel
karpuz genotipleri kullanilmistir. Genotiplere ait fideler 4-5
gercek yapraklt olduklar1 ve 0 ve 100 mM NaCl
uygulamasina birakildiklar1 ana kadar Hoagland besin
¢oOzeltisinde, 25 °C sicaklik, % 65 oransal nem, ve 600
pmol m™ s 151k yogunlugunda 16/8 saathik 1sik/karanlik
peryotlarala 1siklandirilan iklim odasinda gelistirilmislerdir.
Olciim ve analizler icin 6rnek alma islemi iic tekerriirlii
olacak bigimde tuz uygulamasindan 10 giin sonra
yapilmisgtir. Her bir karpuz ¢esidine ait bitkilerin en geng {i¢
yapragi alinarak sivi azotta dondurulmus ve analizler
yapilincaya kadar -83 °C derin dondurucuda bekletilmistir.

Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Tuz, stresi altindaki bitkilerde meydana gelebilecek
enzim aktivitelerindeki degisimi incelemek icin yaklasik 1
gr taze yaprak Ornegi sivi azot igerisinde porselen
havanlarda ezildikten sonra, iginde 0.1 mM Na-EDTA
bulunan 50 mM, 10 ml.lik fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7.6)
ile homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler 15
dk siiresince 15000 g’de santrifiij edildikten sonra elde
edilen santrifiigantlar enzim analizlerinde kullanilmstir.
Enzim aktivitelerinin  belirlenecegi  6rnekler, &l¢iim
yapilincaya kadar +4°C sicaklikta tutulmus, oOlgiimler
Analytic Jena 40 model spektrofotometrede yapilmustir.

SOD aktivitesi, NBT’nin (nitro blue tetrazolium
kloridin) 151k altinda O, tarafindan indirgenmesi yontemine
gore, APX aktivitesi, 290 nm’de (E=2.8 mM cm)
askorbatin oksidasyonu, GR aktivitesi, 340 nm’de (E=6.2
mM cm'l) NADPH’ nin oksidasyonu, CAT, H,0O,: nin 240
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nm’de (E=39.4 mM cm”) pargalanma oram Olgiilerek
yapilmistir (Cakmak ve Marschner,1992).

Degerlendirmelerin Yapilmasi

Tesadiif parselleri deneme desenine goére kurulan
denemelerden elde edilen sayisal degerler, varyans
analizine tabi tutulmus ve uygulamalar arasindaki
farkliliklarin istatistiksel a¢idan 6nemlilik derecesi ortaya
konulmustur. Bunun igin, SAS (1985) paket programindan
yararlanilarak Duncan ¢oklu karsilagtirma testi yapilmis ve
farklilik dereceleri, %0.5 diizeyinde harflendirme yoluyla
gosterilmistir.

Bulgular

Yapilan analizler sonucunda, tuz uygulanmis ortamda
yetistirilen Dbitkilerde oldugu gibi, tuz uygulanmamis
kontrol ortaminda yetistirilen bitkilerde de, daha az olmakla
birlikte, enzimlerin tamami belli oranlarda aktive olmustur.
Tuza-tolerant olan genotiplerde enzim aktivitelerinin
tamami yiiksek degerler vermis, tuza duyarlhilig1 fazla olan
genotiplerde, her dort enzimin aktivitesi de kontrol
bitkilerinin degerlerine yakin bulunmustur.

SOD Enzim Aktivitesi

Genotipleri, yapraklarinda okunan SOD aktiviteleri
bakimindan incelendiginde; tiim genotipler hem tuzlu hem
tuzsuz ortamda farkli istatiksel grup iginde yer almustir.
Tuza-tolerant Midyat karpuz genotipi 100 mM’ Iik NaCl
tuz uygulamasinda en yiiksek enzim aktivitesine sahip
olurken, onu yine tuza-tolerant olan Diyarbakir yerel
genotipi izlemistir. Tuza-duyarli C. Sweet ve G. Crwn.F1
sirastyla en diisiik SOD aktivitesine sahip olmuslardir. Bu
Olglimlerde en ilging sonug, tuza-tolerant Midyat
genotipinden elde edilmistir. Tuzlu ortamda yetistirilen dort
karpuz genotipinin yapraklarindaki SOD enzim aktivitesi
kontrol bitkilerine gore daha yiiksek bulunmustur (Cizelge
1, Sekil 1.A).

CAT Enzim Aktivitesi

Aragtirmada kullanilan tim karpuz bitkileri tuz
uygulamasiyla CAT enzim aktivitelerini artirmiglardir.
Kontrol bitkilerinde G. Crwn. F1 hari¢ digerleri ayn1 grup
icinde yer almiglardir. SOD enzim aktivitesinde oldugu
gibi yine en yiksek CAT enzim aktivitesi Midyat
genotipinde bulunmus, onu Diyarbakir genotipi izlemistir.
Tuza-duyarli G.crwn F1 ve C.Sweet c¢esitlerinin CAT
enzim aktiviteleri toleransli olanlara gore oldukca diisiik
bulunmustur (Cizelge 1, Sekil 1.B).
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Cizelge 1. 100 mM NaCl iceren ve igermeyen besin ¢ozeltisinde 10 giin siireyle yetistirilen tuza-toleransl ve duyarli karpuz gesitlerine ait bitkilerin SOD,
CAT, APX ve GR aktiviteleri

Table 1. Activity of SOD, CAT, APX ve GR in salt-tolerance and sensitive varieties grown in nutrient solution included 100 mM NaCl or control(Cont)
medium with 10 day-application

SOD (U/dak/mg CAT (mmol/dak/mgY.A.) APX (mmol/dak/mgY.A.) GR (mmol/dak/mgY.A.)
Cesitler/ Y.A)/(U/min/mg FW) (mmol/min/mg FW) (mmol/min/mg FW) (mmol/min/mg FW)
Varieties Kont./Cont. NaCl Kont./Cont. NaCl Kont./Cont NaCl Kont./Cont. NaCl
C. 84,67 99,33 5,19 15,96 0,26 0,29 0,56 0,46
Sweet dB dA bB cA dA dA cA cB
G. 109,66 102,00 7,53 9,39 0,59 0,76 0,78 0,52
Crwn F1 bA cB aB d A cB cA aA cB
Diyarbakir 99,33 129,33 5,89 37,17 0,70 2,70 0,77 1,28

cB bA bB bA bB aA AB bA
Midyat 142,00 202,67 5,54 87,93 0,82 1,11 0,65 1,61

aB aA bB aA aB bA bB aA

Uygulamalar arasindaki farkliliklar biiyiik harfle belirtilmistir (p<0.05), Cesitler arasindaki farkliliklar kiigiik harfle belirtilmistir (p<0.05)
Significant differences between means of treatments are indicated by different capital letter (p<0.05), Significant differences between means of varieties
are indicated by different small letter (p<0.05).

250 100
A B Kont B NaCl B B Kont @ NaCl
200 <
2 -
. [=1]
7150 £
E =
= =
< 100 | E
= £
o 50 —~
75} <
&)
0 -
K.Sweet  GCrwnFl Diyarbakr — Midyat KSweet G.CrwnFl Diyarbakr  Midyat
3 21
) C 2 Kont BNaCl D OKont MNaCl
< 25
>; 16
o =
g 2 -
E ;‘ 124
=15 =
= % 08 1
£l =
B E
=05 o
o

KSweet ~ GCwnFl  Diyarbakr  Midyat KSweet ~ GCrownFl  Diyarbakr  Midyat

Sekil 1. 100 mM NacCl igeren ve icermeyen besin ¢ozeltisinde 10 giin siireyle yetistirilen tuza-toleransl ve duyarli karpuz cesitlerine ait bitkilerin SOD
(A), CAT (B), APX (C) ve GR (D) aktiviteleri
Figure 1. Activity of SOD (A), CAT (B), APX (C) ve GR (D) in salt-tolerance and sensitive varieties grown in nutrient solution included 100 mM NaCl or
control medium with 10 day-application (ug/mg FW)

63



F. YASAR, S. ELLIALTIOGLU, T. OZPAY, O. UZAL

APX Enzim Aktivitesi

Tuza-toleransli ve duyarli karpuz genotiplerinin APX
enzim aktivitelerini belirlemek i¢in yapilan caligmada, tuz
uygulanmamis kontrol bitkilerinin enzim aktiviteleri tim
genotiplerde farkli ¢ikmistir. Tuz uygulamasi ile G. Crwn.
F1, Midyat ve Diyarbakir genotiplerinin APX aktiviteleri
artarken, C. Sweet’in APX enzim aktivitesi kontrol
bitkilerine gore bir artiy gostermistir. Tuz uygulanan
bitkilerde en yiksek APX aktivitesi tuza-toleransh
Diyarbakir genotipinde bulunmus, onu Midyat genotipi
izlemistir. Tuza-duyarli olanlarin APX enzim aktiviteleri
ise oldukea diistik cikmustir (Cizelge 1, Sekil 1.C).

GR Enzim Aktivitesi

Yapilan c¢alismada elde edilen sonuglara gore tuza
duyarl1 ve tolerant genotiplerin GR enzim aktiviteleri
bakimindan, her iki uygulamada da genotipler arasinda
farkliliklarin =~ oldugu  goriilmistiir.  Tuza-toleransh
genotiplerin GR enzim aktiviteleri kontrol bitkilerine goére
oldukca yiiksek c¢iktig1 goriiliirken, tuza-duyarli olanlarin
GR aktiviteleri kendi kontrol bitkilerine gore azaldig:
goriilmiistiir. SOD ve CAT enzim aktivitelerinde oldugu
gibi en yiiksek GR enzim aktivitesi Midyat genotipinde
goriilmiis, onu Diyarbakir genotipi izlemistir (Cizelge 1,
Sekil 1.D).

Tartisma ve Sonug¢

Pek ¢ok arastirmaci, degisik tiirlerde yapmis olduklar
calismalarla, bitkilerin tuzun zararl etkilerinden korunmak
icin genetik yapilarinin destekledigi 6l¢iide SOD, CAT,
APX ve GR gibi baz1 antioksidan enzim aktivitelerini
yiikselttiklerini rapor etmektedirler (Gossett ve ark., 1996;
Harinasut ve ark 2003; Yasar, 2003; Yasar ve ark. 2006)

Aktif oksijen tiirevlerinden siiperoksit radikalini ortadan
kaldiran SOD enziminin aktivasyonu, 100 mM NaCl
uygulanan karpuz bitkilerinde, c¢esitlere gore degismekle
birlikte genel olarak bir artis gostermistir. Ancak tuza
duyarli ¢esitlerden biri olan G. Crwn F1’de SOD enzim
aktivitesi kontrole gére azalma gdstermistir. Diger duyarli
cesit C. Sweet ise ¢ok az bir artig saglayabildigi halde; tuza-
tolerant ¢esitler ¢ok oOnemli diizeylerde SOD enzim
aktivitesi artist  saglamiglardir. Enzim  sistemlerini
calistrmanin, tuza tolerans acgisindan Onemi bariz bir
bicimde karsimiza ¢ikmustir. Bitkiler tuz stresi altinda
siiperoksit radikali iiretmisler, iiretilen bu radikali yok etme
kapasitesi yiiksek olan genotipler tuza daha iyi bir dayanim
sergilemiglerdir. Farkli tlirlerde yapilan tuz uygulamasiyla
SOD aktivitesinin dayanikli cesitlerde daha fazla arttigini
ve duyarli olanlarda daha az arttigin1 hatta bazi duyarlilarda
kontrole gore azalmalarin oldugunu diger arastiricilar
tarafindan da kaydedilmistir (Shalata ve Tal, 1998; Aktas,
2002, Harinasut ve ark., 2003; Yasar, 2003).

Stiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit radikalini
ortadan kaldirmakta fakat bunun sonucunda toksik 6zelligi
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yine ¢ok yiiksek olan bir baska madde olan hidrojen
peroksit olusmaktadir. Hidrojen peroksitin pargalanmasi
(detoksifikasyonu) icin etkili olan enzimlarden birisi
katalaz, digerleri de askorbat-glutatyon dongiisiine katilan
glutatyon reduktaz ve askorbat peroksidaz’dir. Katalaz
aktivitesi, karpuzda tuz uygulamasi yapildiginda &zellikle
tuza-toleransli ¢esitlerde ¢ok ciddi artiglar gosterirken,
duyarlt ¢esitlerde ¢ok daha disiik seviyede artig
goriilmiistir. Bu durumda tuzlulugun etkisinden dolay1
CAT enzim aktivitesini artirma konusunda tuza-toleransl
cesitlerin daha yetenekli oldugu yoniinde bir goriis
olugsmustur. Nitekim domateste ¢alisan Shalata ve Tal
(1998) ve patlicanda ¢alisan Yasar (2003) de tuza toleransi
ylksek cesitlerde CAT aktivitesini, duyarli cesitlere gore
daha yiiksek degerlerde saptamiglardir.

Askorbat-glutatyon dongiisii sayesinde gerceklesen
hidrojen peroksit detoksifikasyonu iglemindeki diger etkili
enzim olan askorbat peroksidaz aktivitesi de tuz stresi
altinda artmaktadir. Shalata ve Tal (1998) domateste, Lopez
ve ark. (1996) domateste, Sreenivasulu ve ark. (2000)
Setaria sp.’de, Karanlik (2001) bugdayda, Yasar (2003)
patlicanda, Yasar ve ark. (2006) ise kavunda tuz
uygulamasinin ardindan tuza dayanikli gesitlerde APX
enzim aktivitesinin, duyarli ¢esitlerden ¢ok daha yiiksek
oldugunu bildirmektedirler. Hernandez ve ark. (1995),
bezelyede tuz stresinin APX enzimi aktivitesini tolerant
cesitte artirdigini, duyarli c¢esitte ise bir degisiklik
yaratmadigini bildirmektedir. Karpuz da yapilan 100 mM
lik tuz uygulamasinin alinan yaprak &rneklerinde APX
enzim aktivitesinde tuza-duyarli C. Sweet ¢esidi hari¢ diger
ii¢ ¢esitte artis belirlenmistir. En fazla artis tuza—toleransh
olan Diyarbakir genotipinde belirlenmis, Diger toleransh
genotip olan Midyat, SOD, CAT ve GR enzim
aktivitelerinde en yiiksek degerde olurken APX enzim
aktivitesi bakimindan ikinci sirada yer almistir.

Hidrojenperoksitin detoksifikasyon siirecinde okside
glutatyon’un indirgenmesinden sorumlu olan glutatyon
rediiktaz aktivitesinin tuz stresi altinda arttig1, 6nceki bazi
arastirmalarda kaydedilmistir (Gossett ve ark., 1996; Lin ve
Kao, 2000; Karanlik, 2001; Yasar, 2003, Yasar ve ark.,
2006). Karpuzda yiirittiiglimiiz bu arastirmada, 100 mM
tuz uygulamasi ile tuza-toleransli genotiplerin bitkilerinin
yapraklarindaki GR aktivitesinde kontrole gore yiiksek bir
artis ortaya cikarken, tuza-duyarli olanlarm GR enzim
aktiviteleri tuz uygulanmamis kontrol bitkilerine goére bir
azalma goOstermistir. Gossett ve ark. (1994) pamukta,
Hernandez ve ark. (1995) bezelyede, Karanlik (2001)
bugdayda tuzlu kosullarda dayanikli bitkilerin, duyarl
olanlara goére daha yiiksek oranlarda artan GR enzim
aktivitelerine sahip olduklarimi bildirmislerdir. Shalata ve
Tal (1998) ise, domateste farkli bulgular hakkinda bilgi
vermekte, GR aktivitelerinin tuza hem toleransli hem de
duyarlt genotiplerde, tuz stresi altinda azalma gdsterdigini
anlatmaktadir.
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Bu sonuglardan hareketle, tuzlulugun 6zellikle toleransli
karpuz ¢esitlerinin SOD, CAT, APX ve GR antioksidan
enzim aktivitelerini artirdigini ve her dort enzimin de
birbiriyle koordinasyon igerisinde ve yiiksek aktivite ile
calismasi tuza-toleransin olustugu sonucuna
varilabilmektedir.
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