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Farkh Tuzluluk Simifindaki Topraklarda Yetistirilen Domates Tohumlarinda Baz1 Antioksidan Enzim
Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ayse TURKHAN?Y, Elif Duygu KAYA?, Serdar SARI®, Faruk TOHUMCUS, Eren OZDEN*

OZET: Toprak tuzlulugu bitkisel iiretimde verim kaybina yol agmakla birlikte dogrudan veya dolayli olarak tohum verim
ve kalitesini de etkilemektedir. Igdir ovast yazlari sicak ve kurak gegmesi, yillik ortalama yagis miktarinin Tirkiye
ortalamasinin altinda olmasi ve taban suyu yiiksekligi nedeniyle yiiksek tuzlanma potansiyeli tasimaktadir. Bu durum hali
hazirda ovanin bir kisim topraklariin tarim dis1 kalmasina yol agmistir. Bu ¢alisma ile Igdir tiniversitesi Tarimsal Uygulama
ve Arastirma Merkezinde bulunan alt1 farkli toprak tuzluluguna sahip alanlarda iki yil hasat edilmis ‘Siiper domates’
genotiplerinde bazi antioksidan enzim aktiviteleri belirlenmeye caligilmistir. Ayrica ¢alisma sirasinda SOD, KAT ve APX
enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak belirlenen tohumlarda dogal poliakrilamit jel elektroforezleri (Dogal PAGE) ayr1
ayr1 yapilmigtir. Her bir enzim i¢in elektroforez sonrasi jellere substrat boyama yapilarak enzimlerin varligi gosterilmistir.
Elde edilen veriler 1s18inda tuzlu-alkali topraklarda hasat edilen tohumlarda protein aktivitesi diisiik belirlenmisken, en
yiiksek protein aktivitesi tuzlu topraklardan alinan tohumlarda belirlenmistir. Toprak tuzlulugunun bitkide olusturdugu tuz
stresi ile tuzlu-alkali alanlarda SOD ve KAT enzim aktiviteleri en yiiksek bulunmusken, normal topraklardan hasat edilen
topraklarda SOD ve KAT aktiviteleri daha diisiik hesaplanmistir. APX enzim aktivitelerinde ise normal toprak kosullarinda
tuzlu-alkali toprak kosullarina dogru aktivitenin arttig1 gézlenmistir. Elde edilen sonuglar toprak tuzlulugu ve alkaliligine
bagli olarak bitkide tuz stresinin siddeti arttik¢a hasat edilen tohumlardaki antioksidan enzim aktivitelerinin de arttigini
gOstermistir.

Anahtar Kelimeler: APX, KAT, SOD, Dogal-PAGE, solanum lycopersicon, toprak tuzlulugu, tuz stresi
Determination of Some Antioxidant Enzyme Activities in Tomato Seeds Grown in Soils of Different Salinity Classes

ABSTRACT: Soil salinity causes yield loss in plant production, but also directly or indirectly affects seed yield and quality.
Igdir plain has a high salinization potential due to hot and dry summers, low annual average rainfall for Turkey, and high
groundwater. This situation has already caused some lands of the plain to be out of agriculture. In this study, it was tried to
determine some antioxidant enzyme activities in ‘Siiper domates’ genotypes harvested for two years in six different soil
salinity areas in Igdir University Agricultural Application and Research Center. In addition, Native Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (Native-PAGE) was performed separately on the seeds whose SOD, CAT and APX enzyme activities were
determined spectrophotometrically during the study. After electrophoresis for each enzyme, the presence of enzymes was
demonstrated by performing substrate staining on the gels. In the light of the data obtained, while the protein activity was
low in the seeds harvested in saline alkaline soils, the highest protein activity was determined in the seeds taken from saline
soils. SOD and CAT enzyme activities were found to be highest in salt stress caused by soil salinity in the plant and in saline-
alkaline areas, while SOD and CAT activities were calculated lower in soils harvested from normal soils. In the APX enzyme
activities, it was observed that the activity increased from normal soil to saline-alkaline soil conditions. The results showed
that the antioxidant activity in the harvested seeds increased as the severity of salt stress increased in the plant depending on
the soil salinity and alkalinity.
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GIRIS

Ulkemizde ve diinyada hizla artan niifus beraberinde gidaya olan ihtiyac1 her gecen giin
artirmaktadir. Yogun niifus artigi, su kaynaklarinin ve tarim alanlarinin azalmasina neden olmaktadir.
Tarimsal tiretimde verimi artirmak i¢in kullanilan kimyasallar nedeniyle tarim alanlar1 kirlenmekte ve
verimsizlesmektedir (Dere, 2021).

Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde yikama sonucu yeralti suyuna karisan
¢Oziinebilir tuzlarin yiiksek taban suyuyla birlikte toprak yiizeyine ¢ikmasi ve ardindan buharlagma
sonucu suyun topraktan ayrilarak tuzun toprak yiizeyinde veya yiizeye yakin boliimiinde birikmesi olay1
olup abiyotik stres faktorleri olarak bilinen olumsuz ¢evre kosullarinin yarattigi sinirlandirici etkilerin
en basta gelenlerinden birisidir (Patel ve ark., 2002; Rogers, 2002; Demir, 2009). Abiyotik bir faktor
olan toprak tuzlulugu, dogal ve yapay olarak iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Dogal tuzlulugun sebepleri
arasinda drenaj problemleri, yagislar ile tuzlarin taginmasi ve yer altindaki tuzlarin yiikselmesi nedenleri
sayilabilmektedir. Yapay tuzluluk probleminin sebepleri ise sulama, giibreleme, sulama suyu kalitesi,
bilingsiz otlatmadir (Karaoglu ve Yalg¢in, 2018; Korkmaz, 2021).

Tuz stresi diinyada her yil c¢ok biiyiilk ekonomik zararlara neden olmaktadir ve iilkemiz
topraklarinin yaklasik %5.5°1 gibi biiyiik bir kismi tuzluluk tehdidi ile karsi1 karsiyadir (Temel ve Simsek,
2011). Bu durum, iiriin verimi ve kalitesindeki azalmaya bagli olarak biiyiik ekonomik kayiplara da yol
acabilmektedir. 2030 yillarda kuru ve sicak bir iklim dalgasinin Giiney Avrupa’y: ki burasi Tirkiye’yi
de igine alan bolgede oldukea etkili olacagi ve bitkisel iiretimi olumsuz yonde etkileyecegi tahmin
edilmektedir (Talhouni ve ark., 2017).

Tuz stresi olduk¢a karmasik bir sekilde calisarak birgok metabolik aktiviteyi etkilemektedir.
Bitkiler i¢in atmosferik oksijen (O2) diizeyi olduk¢a Onemlidir. Oz normal kosullar altinda bitki
biiyiimesi ve geligsmesi i¢in gerekli iken, konsantrasyonu gereginden fazla arttigi zaman, 6lim ile
sonuglanabilecek hiicresel hasarlar olusmasina neden olabilir (Culha ve Cakirlar, 2011). Ozmotik
degisim sonucunda su noksanlig1 olusmakta ve bu noksanlik siiperoksit (O?°), hidrojen peroksit (H202),
hidroksil radikalleri (OH') ve tekil oksijen (*O?) gibi gesitli reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden
olmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri, stres sartlarinda kloroplast ve mitokondrilerde meydana gelen
metabolik reaksiyonlar sonucu ve hiicrede membran lipitleri, niikleik asitler, proteinler, klorofiller ve
diger makro molekiillere zarar vermektedir (Mittler, 2002; Apel ve Hirt, 2004;Culha ve Cakirlar, 2011).
Bitkiler, tuz stresi ile meydana getirilen Reaktif oksijen tiirlerinden hiicreyi korumak i¢in, askorbat,
glutatyon, a-tokoferol, karotenoidler gibi antioksidanlar1 ve katalaz (KAT), Askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidatif enzimleri kullanmaktadirlar
(Chen ve Murata, 2002; Yasar veark., 2008).

Tiirkiye, elverisli iklim kosullar1 sayesinde c¢esitli meyve ve sebzelerin kiiresel liretim ve
ithracatinda 6nemli bir role sahiptir. Domates, Tiirkiye'de yerli sebze iiretiminin %40'indan fazlasini
karsilayan, i¢ piyasada yaygin olarak tiiketilen ve gida sanayisine hammadde saglayan onemli bir
tiriindiir (Keskin, 2021). Diinyada yaklasik 51 milyon dekar alanda 177 milyon ton domates iiretimi
yapilirken, iilkemizde yaklasik 1.7 milyon dekar alanda 12.2 milyon ton domates {iretimi
yapilmaktadir(FAO, 2020). Buda domatesin Diinya’da ve lilkemizde en fazla iiretimi yapilan ve
ekonomik biiyiikliigii olan sebzeler arasinda oldugunu gostermektedir (Nangare ve ark., 2016; Cui ve
ark., 2020). Abiyotik stres faktorleri olan, tuzluluk, kuraklik, agir metal, diisiik ve yiiksek sicaklik gibi
etkenlerden domates olumsuz etkilenmektedir (Shao ve ark., 2015; Dere ve Dasgan, 2019; Dere, 2021).

Bir¢ok calismada, antioksidan savunma sistemlerinin bitki tuz toleransinin belirlenmesinde hayati
bir role sahip oldugu bilinmektedir. Antioksidanlar, bitki hiicrelerinin optimum sagligin1 korumak i¢in
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kritik 6neme sahiptir (Ali ve Alquainy, 2006). Antioksidan koruma sistemi, enzimatik [Siiperoksit
dismutaz (SOD), peroksidaz (POX) ve katalaz (CAT)] ve enzimatik olmayan [askorbik asit (AsA),
salisilik asit, tokoferol, glutatyon (GSH) ve karotenoidler] molekiillere baglidir ve bu molekiiller
sayesinde ROT’larin zararli etkileri bloke edilir (Chen ve Murata, 2002). Bitkilerde reaktif oksijen
tiirlerinin temizlenmesinde rol oynayan antioksidan enzimlerin oksidatif strese maruz kaldiklarinda
arttig1 kabul edilmektedir (Ozden ve ark., 2021). Bu tiir enzimler arasinda superoxide dismutase, (SOD;
EC 1.15.1.1), katalaz (CAT; EC 1.1.1.1.6) ve askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11)’de bulunur
(Kapoor ve ark., 2019).

Oksijeni metabolize eden biitlin hiicrelerde bulunan siiperoksit dismutaz [(SOD), siliperoksit
oksidorediiktaz, EC 1.15.1.1], siiperoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu katalizleyen
metalloenzimdir. Organizmalarda serbest radikallere karsi ilk savunma siiperoksit dismutaz ile
gerceklesmektedir (Blokhimma ve ark., 2003). SOD, Siiperoksidin daha az toksik olan H.0O2’ye
doniistimiinii katalizler (Karadag, 2013). Katalaz (KAT), (Hidrojen Peroksit; Hidrojen peroksit
oksidorediiktaz, (EC.1.11.1.6), H2O2’nin su ve oksijene indirgenmesini katalizleyen, tetramerik demir
porfirin igeren yiiksek molekiil agirlikli bir antioksidan enzimdir (Brown-Peterson ve Salin 1993;
Gongalves ve ark., 1999; Chaudiere ve Ferrari-Iliou, 1999). Katalaz, molekiiler O> varliginda
metabolizmanin bazi kademelerinde sentezlenen, H20- radikalligini gidererek 6zellikle membranlarda
olusturabilecegi geri doniisiimsiliz hasarlar1 engellemektir (Karadag, 2013). Askorbat peroksidaz
fotosentez sirasinda meydana gelen H20; ’nin uzaklastirilmasinda CAT’a yardimct olurlar. APX,
askorbat1 elektron vericisi olarak kullanir ve H202’1 suya indirger. APX, bir¢ok organizmada ROT’a
kars1 olusturulan savunmada 6nemli bir rol iistlendigi bilinen enzimatik antioksidanlardandir (Demiral,
2003; Karadag, 2013).

Calismamizda farkli toprak tuzluluk degerlerine sahip topraklarda yetistirilen domates
bitkilerinden alinan tohumlarda stres kosullarinda bitki savunma mekanizmasinda goérev alan bazi
antioksidan enzim aktiviteleri spektrofotometre kullanilarak hesaplanmisg ve elektrofotometrik olarak
gosterilmistir.

MATERYAL VE METOT

Bitkisel Materyal

Bu calisma Igdir tiniversitesi Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan alt1 farkli
toprak tuzluluguna sahip alanda iki iiretim sezonu yiiriitiilmiistiir. Domates ¢esidi olarak Igdir ovasinda
yogun bir kullanim alani1 bulunan yerel genotip ‘Siiper domates’ kullanilmistir. Domates fideleri tesadiif
bloklar1 deneme desenine gore dikilmislerdir. Sulama hafta bir kez olarak yapilmis, ekim 6ncesi toprak
islemesiyle beraber DAP giibresi (~18.4 kg/da) verilmis, fide dikiminden sonraki 2 ve 4. haftalarda capa
ve bogaz doldurma islemleri yapilmistir. Bunlarin disinda bitkilerin yetistirilmesi siiresi boyunca
giibreleme, budama ve capalama gibi herhangi teknik bir iglem yapilmamistir. Tohum alimi amaciyla
meyveler olgun meyvelerden tek seferde ti¢lincii hasat doneminde yapilmastir.

Kimyasal Sarf Materyal

Deneylerde kullanilan kimyasal sarf malzemeler; bovine serum albiimin, coomassie brilliant blue
G-250, H20,, CuCl2 2H20, NBT (nitro blue tetrazolium kloridin), askorbat, xhantine, EDTA, xanthine
oxidase, akrilamid, TEMED, Tris, sodyum asetat, potasyum fosfat Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir.
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Toprak Analizi

Tohumlarin hasat edildigi bitkilerin yetistirildigi toprak Ozellikleri yapilan toprak analizi
sonuclarina bakildiginda U1 ve U2 normal, U3 ve U4 tuzlu, U5 ve U6 tuzlu alkali sinifina ait oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Tohumlarin hasat edildigi bitkilerin yetistirildigi toprak 6zellikleri

Bolgeler pH (Saturasyon.Ekstrakti) EC (mS cm?) ESP (%) Tuzluluk Smnifi
ul 8.29 0.67 3.7 Normal
U2 8.21 2.55 4.7 Normal
U3 8.37 7.45 11.9 Tuzlu
U4 8.41 4.65 6.4 Tuzlu
US 8.64 7.66 18.7 Tuzlu-AlKali
u6 10.14 11.87 50.6 Tuzlu-Alkali

Enzim Ekstrakti Hazirlanmasi

Ozkan ve arkadaslar1 (2000) yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Farkli tuzluluk degerlerine
sahip topraklarda yetistirilen domates bitkilerinden elde edilen tohumlardan 0.5 gram tartilarak 10 mL,
50 mM fosfat tamponu (pH 7.0) icerisinde homojenatdrde pargalanmistir. Numune 4 katl tiilbentten
siizlilmiis ve elde edilen siiziintii 4 °C’ de, 10.000 rpm’de 1 saat santrifiij edilip, elde edilen siipernatan
enzim ekstrakt: olarak kullanilmistir (Ozkan ve ark., 2000)

Protein tayini

Protein miktarlar1 Bradford yontemiyle belirlenmistir. Standart grafigin hazirlanmasinda 1 mg mL”
Lsigir serum albumininden hazirlanan (BSA)(0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ve 1 mg mL™)
konsantrasyonlar1 kullanilmistir (Bradford, 1976).

Katalaz (KAT) Aktivitesi

Katalaz aktivitesi spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. 3 mL kuvarz kuvet iginde 25 °C’de
2 mL 30 mM H20: ¢ozeltisi, 0.9 mL 50 mM fosfat (pH 7.0) tamponu ve 0.1 mL enzim ¢ozeltisi
karigiminin 240 nm (e=43.6) absorbanstai azalma +0.001 hassasiyetle kaydedilmistir (Aebi, 1984;
Dinger, 2005). Bir iinite enzim, bir dakikada 1 mL’de 1 pmol H202’in bozunmasi i¢in gerekli olan enzim
mikari olarak belirlenmistir. Spesifik aktivite, mg protein basina aktivite olarak belirlenmistir.

Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

Askorbat peroksidaz (EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano ve Asada (1981)’nin 6nerdigi yonteme gore
belirlenmistir. 1.6 mL 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 0.2 mL enzim ekstresi, 0.2 mL 0.5
mM askorbat ve 0.2 mL 10 mM H20; iceren reaksiyon karisiminin absorbansindaki azalma, askorbik
asidin okside olmasina bagli olarak, 290 nm’de 2 dakika boyunca 10 sn araliklarla kaydedilmistir.
Toplam APX aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayis1 (2800 M1cm™) kullanilarak U mg™ protein
olarak hesaplanmistir. APX aktivitesi dakikada okside olan 1 pmol ml* askorbat olarak ifade edilmistir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Stiperoksit Dismutaz (SOD) enzim aktivitesi Sun ve ark. (1988) tarafindan gelistirilen metot
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Reaksiyon ¢ozeltisini 30 pL. 0.6 mM Ksantin, 20 pul 0.6 mM EDTA, 30 uL
150 mg I NBT, 10 pL 400 mM NayCOs, 10 pL 1 mg mL™* Sigir serum albiimin, 0.166 U/mL Xanthine
oxidase (Stoktan seyreltme yapilacaksa 2 M amonyum siilfat kullanilir.), 0.8 mM CuCl2.2H20 ve 100
ul enzim ekstrakti olusturmustur. Kor enzim digindaki ¢ozeltilerden olusmaktadir. 20 dakika 25°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 50 pl CuCl2.2H20 eklenerek reaksiyon durdurulmus hem kor
tiipii hem de numune tiipii saf suya karsilik 560 nm de absorbansi okunmustur. Inkiibasyon esnasina
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NBT nin rediiksiyon hizindaki %50’lik inhibisyon 1 SOD f{initesi olarak ifade edilmistir. Hesaplamalar
icin agsagidaki formiiller kullanilmistir. Spesifik aktivite, mg protein basina aktivite olarak belirlenmistir.

Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal-PAGE)
Dogal PAGE jeller Laemmli (1970) tarafindan tarif edildigi gibi hazirlanmistir.

Katalaz (KAT) (DOGAL-PAGE)

Katalaz enzimi i¢in Dogal-PAGE, SDS icermeyen %5’lik yiikleme jeli ve %10’luk ayirma jeli
kullanilarak yapilmistir. Jeller hazirlandiktan sonra tanka yerlestirilmis. Daha sonra tank dogal-PAGE
ylriitme tamponu ile doldurulmustur. Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi ile karistirilan 6rnekler siringa
yardimiyla kuyucuklara yiiklenmis ve elektroforez iinitesi buz dolu bir kabin i¢ine yerlestirilmistir. Ve
boya yigma jelinden ayrilana kadar 30 mA’de daha sonra 50 mA’de calistirilarak yiirtitiilmiistiir. Elde
edilen jel 3’er kez saf suda 10’ar dakika inkiibe edilmistir. 0.97 mM 100 mL H.O> ¢6zeltisinde 10 dk
inkiibe edilmistir. Ardindan jellerden H2O, uzaklagmasi i¢in saf suyla yikanmis. Jelleri boyamak igin
taze hazirlanmis %2’lik FeCls, %2’lik KsFeCNe ¢ozeltilerinin karigimina eklenmis jeller yesil rengi
gordiigii gibi saf suyla yikanmistir (Woodbury ve ark., 1971: Wayne ve Diaz, 1986: Dinger, 2005).
Jellerin goriintiisii alinmistir.

Askorbat Peroksidaz (APX) (DOGAL-PAGE)

Askorbat peroksidaz1 dogal-PAGE’1 Mittler ve Zilinkas (1993)’1in yontemine gore belirlenmistir.
Dogal-PAGE, SDS icermeyen %5 ‘lik yiikleme jeli ve %10‘luk ayirma jeli kullanilarak yapilmistir. Jeller
hazirlandiktan sonra tanka yerlestirilmistir. Jeller ornekler yliklenmeden once 2mM askorbat igeren
tamponda 4 °C’de 30 dakika yiiriitiilmistir. Dogal PAGE yiikleme ¢ozeltisi ile karigtirilan 6rnekler
siringa yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir ve elektroforez iinitesi buz dolu bir kabin igine
yerlestirilmistir. Ve boya yigma jelinden ayrilana kadar 30 mA’de daha sonra 50 mA’de ¢alistirilarak
yiritilmistiir. Yiritme islemi bittikten sonra jeller 2 mM askorbat igeren 50 mM potasyum fosfat
tamponunda (pH 7.0) 20 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 4 mM askorbat ve 2 mM hidrojen peroksit
iceren 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH 7.0) 20 dakika bekletilmistir. Daha sonra jeller tamponla
1 dakika yikanmis ve 28 mM TEMED ve 2.5 mM NBT igeren 50 mM potasyum fosfat tamponuna
alinmis ve 1s1kta 10-20 dakika bekletilmistir (Yildiztugay, 2011). Jellerin goriintiisii alinmistir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD)(DOGAL-PAGE)

Siiperoksit dismutazin dogal-PAGE’i Beauchamp ve Fridovich (1971)’e gore riboflavin ve NBT
boyamasiyla yapilmistir. Dogal-PAGE, SDS igermeyen %5°lik yiikleme jeli ve %10‘luk ayirma jeli
kullanilarak yapilmistir. Jeller hazirlandiktan sonra tanka yerlestirilmigtir. Daha sonra tank dogal-PAGE
yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi ile karistirilan 6rnekler siringa
yardimiyla kuyucuklara yiliklenmis ve elektroforez {initesi buz dolu bir kabin i¢ine yerlestirilmistir. Ve
boya yigma jelinden ayrilana kadar 30 mA’de daha sonra 50 mA’de calistirilarak yiiriitiilmiistiir. Jel
yiirlitme iglemi bitince jeller 1.22 mM 50 mL NBT i¢inde 45 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra jeller pH
7.0 fosfat tamponu i¢inde hazirlanmis 0.0265 mM riboflavin ve 28 mM TEMED igerisinde bantlar
belirene kadar bekletilmis ve jeller goriintiilenmistir.

Istatiksel Analiz

Farkl toprak tuzluluguna sahip alanlardan hasat edilen domates tohumlarinin antioksidan enzim
aktivitelerindeki istatistik farklilik JMP 14 paket programi kullanilarak DUNCAN coklu karsilagtirma
testi ile belirlenmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Bu calisma Igdir Universitesi Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan alt1 farkli
toprak tuzluluguna sahip alanda iki iiretim sezonu yiiriitiilmiistiir. Domates ¢esidi olarak Igdir ovasinda
yogun bir kullanim alan1 bulunan yerel genotip ‘siiper domates’ kullanilmistir. Bu alt1 bélgenin toprak
analizi yapilmistir. Domateslerin tohumlar1 enzim ekstrakti hazirlanmasi yonteminde bahsedildigi gibi
hazirlanmistir. Her bir tohum igin SOD, KAT ve APX antioksidan enzimleri aktiviteleri
spektrofotometrik olarak belirlenmis ve elektroforetik olarak enzimlerin varligi gosterilmistir.

SOD, KAT, APX Aktiviteleri ve Protein Miktarlarimin Belirlenmesi

2019, 2020 yillarinda 2 yillik donemde alt1 farkli toprak tuzlulugunda yetistirilmis domateslerden
elde edilen tohumlardaki SOD, KAT, APX aktiviteleri ve protein miktarlar1 asagidaki tabloda verilmistir
(Cizelge 2, Cizelge 3). Orneklerdeki protein miktar: tayininde kullanilan standart grafik Sekil 1. ile
gosterilmistir.

1.2
y = 0.9406x + 0.0185

1 R?>=0.9876
0.8

0.6

Absorbans (595 nm)

0.4

0.2

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
BSA Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 1. Protein standart grafigi (1mg/ml BSA)

Calismamizdan elde edilen veriler 1518inda farkli toprak tuzluluklarinda hasat edilen tohumlarda
protein igerigi agisindan istatistik agidan farklilik bulunmakla beraber, toprak siniflarina gore farklilik
goriilmemistir.

Cizelge 2. 2019 yili hasat edilen domates tohumlarinda bazi antioksidan enzim aktiviteleri
Bolgeler  SOD EU/mg protein  KAT EU/mg protein  APX EU/mg protein Protein mg/0,5 gram tohum

U1 0.445e 0.953d 0.0013c 342.2a
U2 0.629c 1.842b 0.0012c 220.8b
U3 0.518d 1.880b 0.0014bc 217.2b
U4 0.409e 1.245c¢ 0.0016b 334.9a
us 0.700b 2.129a 0.0026a 213.4b
U6 0.982a 2.393a 0.0023a 136.8¢c

P < %0.5 'e gore dnemli oldugunu gostermektedir.

2019 yilinda istatistiki olarak en yiiksek protein igerigi Ul ve U4 alanlarindan alinan tohumlarda
tespit edilmisken, 2020 yilinda istatistiki olarak en yiiksek protein igerigi U2 ve U4 alanlarindan alinan
tohumlarda belirlenmigtir. Ancak 2019 yilinda en diisiik protein igerigi istatistik acidan U6 alanindan
alinan tohumlarda, 2020 yilinda ise Ul ve U6 alanindan alinan tohumlarda belirlenmistir (Cizelge 2,
Cizelge 3). Benzer olarak Durukan, (2011) yaptig1 ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda tuz stresi
uygulanmis hashas (Papaver somniferum L) cesitlerinden elde edilen tanelerde, tuz stresi
uygulamalarinin genel olarak toplam protein miktarlarinda azalmalara neden oldugu bildirilmistir.
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Cizelge 3. 2020 y1l1 hasat edilen domates tohumlarinda bazi antioksidan enzim aktiviteleri

Bolgeler SOD EU/mg protein  KAT EU/mg protein  APX EU/mg protein Protein mg/0.5 gram tohum

U1 0.227e 1.057c 0.0009d 140.0d
U2 0.387d 1.055c¢ 0.0014c 375.4a
U3 0.405cd 1.666b 0.0016¢ 271.2c
U4 0.544b 2.476a 0.0013c 381.7a
us 0.462c 1.357bc 0.0024b 330.1b
U6 0.665a 2.757a 0.0034a 148.1d

P < %0.5 'e gore 6nemli oldugunu gostermektedir.

Stress kosullarinda olusan ROT’larin oksidatif hasarini ortadan kaldirmak icin bitkide var olan
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 birgok ¢alismada bildirilmektedir. Bir¢ok arastirmaci farkl
bitkisel kaynaklarda tuzun zararlarindan kurutulmak i¢in antioksidan enzim aktivitelerinde olusan
degisimleri incelemislerdir (Yasar ve ark., 2008; Durukan, 2011).

SOD, KAT ve APX enzim aktivitelerinin her iicli de toprak tuzluluguna gore istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Calismamizda toprak tuzlulugunun bitkide olusturdugu tuz stresi ile tuzlu-alkali
alanlarda SOD ve KAT enzim aktiviteleri en yliksek bulunmusken, normal topraklardan hasat edilen
topraklarda SOD ve KAT aktiviteleri daha diisiik hesaplanmistir. APX enzim aktivitelerinde ise normal
toprak kosullarinda tuzlu-alkali toprak kosullarima dogru aktivitenin arttig1 gozlenmistir. Elde edilen
sonuglar toprak tuzlulugu ve alkaliligine bagl olarak bitkide tuz stresinin siddeti arttik¢a hasat edilen
tohumlardaki antioksidan enzim aktivitelerinin de arttigini1 géstermistir. Benzer ¢aligsmalar literatiirde
gosterilmistir (Bor ve ark., 2003; Li, 2009; Yildiztugay, 2011; Sharma ve ark., 2013).

SOD, KAT ve APX Dogal-PAGE

Bu calismada, domates tohumlarina SOD, CAT ve APX enzimleri i¢cin Dogal-PAGE yapilmis ve
enzimlerin varlig1 elektroforetik olarak substrat boyamalar1 yapilarak gosterilmistir (Sekil 2, Sekil, 3,
Sekil 4). Benzer calismalarda jel goriintiileri literatiirde verilmistir (Yildizdogan, 2011; Tang ve ark.,
2019).

Ul U2 U3 U4 US UG Ul U2 U3 U4 U5 Us

Sekil 2. Domates tohumunun Siiperoksit dismutaz enzimi i¢in Dogal ~-PAGE goériintiileri. A) 2019 yil1 B) 2020
yilt

UL U2U3 U4 US Us Ul U2 U3 U8 USU6

Sekil 3.Domates tohumunun Katalaz enzimi igin Dogal -PAGE goériintiileri. A) 2019 yil1, B) 2020 yili
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Ui U2 U2 Us UsUe Ui U2 U3 Us U5 Ue

Sekil 4. Domates tohumunun Askorbat peroksidaz enzimi i¢in Dogal -PAGE goriintiileri. A) 2019 yili B) 2020
yilt

SONUC

Toprakta veya bitkinin yetistigi herhangi bir ortamda tuzluluk seviyesi arttikca basta sebzeler
olmak iizere bitkilerin bircogunda gelisiminin olumsuz etkilenecegi bilinen bir gercektir. Bu ¢alisma ile
farkl1 toprak tuzluluguna sahip alanlarda yetistirilen domateslerden hasat edilen tohumlarda topraktaki
tuzluluk siddeti arttikga SOD, KAT ve APX antioksidan enzim aktivitelerinin de artis gosterdigi
goriilmiistiir. Yani tuzluluk stresinin etkilerini sadece bitki yasamamis, bu bitkilerden hasat edilen
tohumlarda da stresin etkileri goriilmistiir. Bu baglamda ozellikle agik tozlanan gesitler veya
genotiplerde tohumlarin farkli ¢imlenme ya da gelisim gostermelerinin nedeni esas bitkinin yetigtigi
toprak veya ortam kosullarina bagl olabilecegini gostermistir. Bitki fizyolojisi birgok etmen tarafindan
yonlendirildiginden benzer sekilde hasat edilen tohum partilerinde diger bircok enzim, hormon,
aminoasit ve fenoliklerin de incelenmesi konunun aydinlatilmasinin 6niinii agabilecektir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.

Yazar Katkisi

Bu ¢alismada antioksidan enzim analizleri, DOGAL-PAGE Ayse Tiirkhan, Elif Duygu Kaya, Eren
Ozden tarafindan, toprak tuzluluk analizleri Serdar Sar1 ve Faruk Tohumcu tarafindan, domates
tohumlarini iiretimi ve hasadi Eren Ozden tarafinda yapilmustir.

KAYNAKLAR

Aebi H, 1984. Catalase in Vitro, In: Methods in Enzymology, Eds: Elsevier, 121-126.

Ali AA, Alquraiiny F, 2006. Activities of Antioxidants in Plants Under Environmental Stress. The Lutein-
Prevention and Treatment For Diseases, 187-256.

Apel K, Hirt, 2004. Reactive Oxygen Species: Metabolism, Oxidative Stress and Signal Transduction. Annual
Review of Plant Biology, 55:373-399.

BeauchampC, Fridovich 1, 1971, Superoxide Dismutase: Improved Assays and An Assay Applicable to
Acrylamide Gels. Analytical Biochemistry, 44:276-287.

Blokhina O, Virolainen E, Fagerstedt KV, 2003. Antioxidants, Oxidative Damage and Oxygen Deprivation Stres.
Anals of Botany, 91:179-194

Bor M, Ozdemir F, Tiirkan 1. 2003. The Effect of Salt Stress on Lipid Peroxidation and Antioksidants in Leaves
of Sugar Beet vulgaris L. and wild beet Beta maritima L. Plant Science, 164(1):77-84.

Bradford MM, 1976. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitationof Microgram Quantities of Protein
Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. Analytical Biochemistry, 72: 248-254.

3413



Ayse TURKHAN ve ark., 11(Ozel Say): 3406-3415, 2021

Farkli Tuzluluk Sinifindaki Topraklarda Yetistirilen Domates Tohumlarinda Baz1 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Brown-Peterson NJ, Salin ML, 1993. Purification of Catalase-Peroxidase from Halobacterium Halobium:
Characterization of Some Unigue Properties of the Halophilic Enzyme. Journal of bacteriology, 175(13):
4197-4202.

Chaudiere J, Ferrari-lliou R, 1999. Intracellular Antioxidants from Chemical to Biochemical Mechanism. Food
Chemical Toxicology, 37:949-962.

Chen TH, Murata N, 2002. Enhancement of Tolerance of Abiotic Stress by Metabolic Engineering of Betaines
and Other Compatible Solutes. Current Opinion in Plant Biology, 5: 250-257.

Cui J, Shao G, Lu J, Keabetswe L, Hoogenboom G, 2020. Yield, Quality and Drought Sensitivity of Tomato to
Water Deficit during Different Growth Stages. Scientia Agricola, 7(2):¢20180390.

Culha S, Cakirlar H, 2011. Tuzlulugun Bitkiler Uzerine Etkileri ve Tuz Tolerans Mekanizmalar1. Afyon Kocatepe
Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 11:11-34.

Demir S, 2009. Tuz goli Cevresinde Yetistirilen Yoresel Kavun Populasyonunun (Kochisar Kavunu) Tuza
Tolerans Ozellikleri Bakimindan Incelenmesi. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans
Tezi. Ankara.

Demiral T, 2003. Geng Pring Fidelerine Disaridan Glisinbetain Uygulamasiyla, Tuza Toleransinin Arttirilmasinda
Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Roliiniin Arastirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi, Ege Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, [zmir.

Dere S, 2021. Kuraklik Stresi Kosullarinda Bakteri Uygulamasinin Domates Bitkileri Uzerine Etkileri. Tiirk Doga
ve Fen Dergisi, 10(1):52-62.

Dere S, Daggan HY, 2019. Effect of Waterlogging on Three Different Tomato Genotypes. 2th International
Mersin Symposium, Mersin;2003.p.145-158.

Dinger B, 2005. Bazi Termofilik Bakterilerden Katalazin Aktivitesinin Incelenmesi, Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktra Tezi, Trabzon.

Durukan H, 2011. Tescilli Hashas (papaver somniferum 1.) Cesitlerinde tuz stresinin antioksidant enzimler tizerine
etkisi. Gaziosmanpasa Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilimdali Yiiksek Lisans tezi.
Tokat.

FAO, 2020. The Global Status of Vegatable Production, Trade and Utilization. Crop Production Manual.
https://www.fao.org/3/ca7556en/CA7556EN.pdf

Gongalves VM, de Cerqueira Leite, LC, Raw I, Cabrera-Crespo J, 1999. Purification of Catalase from Human
Placenta. Biotechnology and Applied Biochemistry, 29:73-77.

Gokoglu BC, Ayci G, 2021. Organik Materyal Kullamiminin Alkali Bir Topragin Bazi Islah Géstergeleri Uzerine
Etkisi. Toprak Su Dergisi, 10(1): 60-67.

Kapoor D, Singh S, Kumar V, Romero R, Prasad R, 2019. Antioxidant Enzymes Regulation 1n Plants in Reference
to Reactive Oxygen Species (Ros) and Reactive Nitrogen Species (rns). Plant Gene, 19.

Karadag F, 2013. Farkli dozlarda selenyum uygulamalarinin Hashas (papaver somniferum 1.)Yapraklarinda
Antioksidan Enzimler Uzerine Etkisi. Gaziosmanpasa Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi.

Karaoglu M, Yalgin AM, 2018. Toprak Tuzlulugu ve 1gdir Ovast Ornegi. Journal of Agriculture, 1(1):27-41.

Keskin G, 2021. Tiirkiye nin Domates Uretimindeki Kayiplar1 Ve Rekabet Giicii. Eurasian Journal of Agricultural
Economics, 1(2):18-37.

Korkmaz S, 2021. In Vitro Tuz Stresinde Ay¢igeginin (Helianthus annuus 1.) Cimlenme ve Fide Geligimine
Putresinin Etkisi. Selguk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarla Bitkileri Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans
tezi.

Laemmli DK, 1970. Cleavage of Structural Proteins during in Assembly of the Head of Bacteriophage T4. Nature,
227: 680.

LiY,2009. Physiological Responses of Tomato Seedlings (Lycopersicon esculentum) to Salt Stress. Modern App
lied Science, 3(3):171.

Mittler R, 2002. Oxidative Stress, Antioxidants and Stress Tolerance. Trends in Plant Science, 7:405- 410.

3414



Ayse TURKHAN ve ark., 11(Ozel Say): 3406-3415, 2021

Farkli Tuzluluk Sinifindaki Topraklarda Yetistirilen Domates Tohumlarinda Baz1 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

MittlerR, Zilinskas BA, 1993. Detection of Ascorbate Peroxidase Activity in Native Gels by Inhibition of the
Ascorbate Dependent Reduction of Nitroblue Tetrazolium. Analytical Biochemistry, 212:540-546.

Nakano Y, Asada K, 1981. Hydrogen Peroxide is Scavenged by Ascorbate Specific Peroxidase in Spinach
Chloroplast. Plant Cell Physiology, 22:867-80.

Nangare DD, Singh Y, Kumar PS, Minhas PS, 2016. Growth, Fruit Yield and Quality of Tomato (Lycopersicon
esculentum Mill.) as Affected by Deficit irrigation Regulated on Phenological Basis. Agricultural Water
Management, 171:73-79.

Ozden E, Light ME, Demir I, 2021. Alternating Temperatures Increase Germination &nd Emergence in Relation
to Endogenous Hormones and Enzyme Activities in Aubergine Seeds. South African Journal of Botany,
139:130-139.

Ozkan A, Giindiiz G, Ciplak B, Fiskin K, 2000. Kimyasal miicadele uygulanmis Dociostaurus maroccanus
epidemik populasyonundan alinan 6rneklerde antioksidan enzim aktiviteleri. Turkish Journal of Biology,
24(1): 141 - 149.

Patel R, Prasher S, Bonnell R, Broughton R, 2002. Development of Comprehensive Soil Salinity Index. Journal
of Irrigation and Drainage Engineering, 128(3):185-188.

Rogers M, 2002. Irrigating Perennial Pasture with Saline Water: Effects on Soil Chemistry, Pasture Production
and composition. Australian Journal of Experimental Agriculture, 42(3):265-272.

Shao GC, Deng S, Liu N, Wang MH, She DL, 2015. Fruit Quality and Yield of Tomato as Influenced by Rain
Shelters and Deficit Irrigation. Journal of Agricultural Science and Technology, 17:691-704.

Sharma |, Bhardwaj R, Pati PK, 2013.Stress Modulation Response of 24- epibrassinolide Sgainst Imidacloprid
in An Elite Indica Rice Variety Pusa Basmati-1. Pesticide Biochemistry and Physiology, 105(2):144-153.

Talhouni M, Sonmez K, Ellialtioglu SS, Kusvuran $, 2017. Tuz Stresi Altinda Yetistirilen Asili Patlican
Bitkilerinde Baz1 Bitki ve Meyve Ozelliklerinin incelenmesi. Akademik Ziraat Dergisi, 6:71-80.

Tang J, Wang SO, Hu KD, Huang ZO, Li YH, Han Z, Chen XY, Hu LY, Yao GF, Zhang, H, 2019.
Antioxidative Capacity is Highly Associated with the Storage Property of Tuberous Roots in Different
Sweet potato Cultivars. Scientific Reports, 9:11141.

Temel S, Simsek U, 2011. Igdir Ovasi Topraklarin Coraklasma Siireci ve C6ziim Onerileri. Alinteri, 21(B):53-
59.

Wayne LG, Diaz GA, 1986. A Double Staining Method for Differentiating Between Two Classes of
Mycobacterial Catalase in Polyacrylamide Electrophoresis Gels. Analytical Biochemistry, 157: 89-92.

Woodbury W, Spencer AK, Stahmann MA, 1971. An Improved Procedure Using Ferricyanide for Detecting
Catalase Isozymes. Analytical Biochemistry, 44: 301-305.

Yasar F, Ellialtioglu S, Ozpay T, Uzal O, 2008. Tuz Stresinin Karpuzda (Citrulluslanatus (Thunb.) Mansf.)
Antioksidatif Enzim (SOD, CAT, APX ve GR) Aktivitesi Uzerine Etkisi. Yiiziincii Y1l Universitesi. Ziraat
Fakiiltesi, Tarim Bilimleri Dergisi, 18(1): 61-65.

Yildiztugay E, 2011. Endemik Centaurea Tuzgoluensis Ayta¢c & H. Duman ve Centaurea Lycaonica Boiss. &
Heldr.’Nin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri Uzerine Tuz Stresinin Etkileri, Selguk Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, Konya.

3415



