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Bu calismada balct aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢esidinin olgun tohumlarinin in vitro
kosullarda ¢imlenmesi tizerine sodyum klorurun (NaCl) etkisi arastirildi. Bu amagla yiizey sterilizasyonu
yapilan aspir tohumlar1 farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 75, 150, 300 mM) NaCl bulunan 1/4 MS
ortaminda inkiibe edilerek biiylime odasinda ¢imlenmeye birakildi. 3 haftalik kiiltiir periyodu sonunda
uygulanan tuzluluk faktoriinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal parametreler tizerindeki etkisi
incelendi.

Uygulama sonrasi elde edilen verilere gore; Balci aspir gesidinin ¢imlenme yiizdelerini NaCl tuz
faktoriiniin olumsuz etkiledigi tespit edildi. Uygulama gruplar karsilastirildiginda, kontrol grubunda
%100 olan ¢imlenme yiizdesinin, 150 mM NaCl uygulamasinda %30’a ve 300 mM uygulamasinda ise
%S5’e diistiighi tespit edildi. Fidelerin morfolojik 6zellikleri degerlendirildiginde genel olarak gelisimin
olduk¢a yavasladigi, 300 mM konsantrasyonda ise fide gelisiminin olmadig1 goriildii. In vitro
cimlendirilen fidelerin gergek su icerigi (GSI), yesil aksam taze agirliklari, siirgiin ve kok uzunlugunun
tim NaCl konsantrasyonlarinda azaldig1 belirlendi. Ancak tuz stres faktorii fidelerin yesil aksam kuru
agirliklarinda ise istatistiki olarak anlam ifade eden bir azalmaya neden olmadi.

Tuz uygulamalarinin siddetine paralel olarak aspir fidelerinde Malondialdehit (MDA), prolin ve
H,0; igeriginin arttig1 goriildii. En yiiksek MDA ile prolin iceriginin 150 mM NaCl uygulamasinda, en
yiiksek H,0, igeriginin ise 75 mM NaCl uygulamasinda gelisen aspir fidelerinde oldugu tespit edildi.
Aspir fidelerinin toplam fenolik ve flavonoit madde miktarlarinin kontrol grubundan diisiik oldugu
saptandi. Kontrol grubunda 206.0 pug olan flavonoit madde igeriginin, 75 mM NaCl konsantrasyonunda
119.5 pg a distiigi tespit edildi. Fenolik madde igerigindeki azalmanin ise en fazla 100.5 pg ile 75 mM
NaCl konsantrasyonunda geligen aspir fidelerinde meydana geldigi goriildii.

Tuz stres faktoriine maruz birakilan aspir fidelerinin, DPPH serbest radikali giderme
aktivitelerinin kontrol grubu da dahil olmak tizere NaCl uygulama gruplarinin tamaminda diizenli olarak
arttig1 tespit edildi. En yiiksek DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, %91.32 inhibisyon ile 150 mM
NaCI uygulamasmin 500 pg ml™ konsantrasyonundan elde edildi. 150 mM NaCl uygulanan aspir
fidelerinin, pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve BHA’dan tiim konsantrasyonlarda, askorbik asitten
ise 10 pg ml™ konsantrasyonunda daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Balci, Carthamus tinctorius, in vitro, NaCl, stres
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MORPHOLOGICAL, PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHANGES IN
SAFFLOWER (Carthamus tinctorius L.) GERMINATING UNDER IN VITRO
CULTURE CONDITIONS AND SALINITY (NaCl) STRESS
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THE GRADUATE SCHOOL of NATURAL and APPLIED SCIENCE of
BATMAN UNIVERSITY
THE DEGREE of MASTER of SCIENCE of BIOLOGY

2019, 61 pajes

Jury
Assoc.Prof.Dr. Filiz AKBAS
Assoc.Prof.Dr. Cigdem ISIKALAN
Assoc.Prof.Dr. Nesrin HASIMI

In this study, the effect of NaCl on the germination of mature seeds of balci safflower
(Carthamus tinctorius L.) was investigated. For this purpose, surface sterilized mature seeds were
incubated in 1/4 MS medium with different concentrations of NaCl (0, 50, 75, 150, 300 mM) and allowed
to germinate in the growth chamber. After a culture period of 3 weeks, the effect of salinity factor on
morphological, physiological and biochemical parameters was evaluated.

According to the data obtained after the application; It was found that NaCl salt factor negatively
affected the germination percentages of Balci safflower cultivars. When the application groups were
compared, it was found that the germination percentage which was 100% in the control group decreased
to 30% in 150 mM NacCl application and 5% in 300 mM application. When the morphological features of
the seedlings were evaluated, it was observed that the development was slow and the seedling growth was
not observed at 300 mM concentration. It was determined that the actual water content (GSI), fresh
weights of green parts, shoot and root length of seedlings germinated in vitro decreased in all NaCl
concentrations. On the other hand, salt stress factor did not cause a statistically significant decrease in the
dry weight of the seedlings.

In parallel with the intensity of salt stress, it was observed that the content of Malondialdehyde,
proline and H,O, increased in safflower seedlings. The highest MDA and proline contents were found in
150 mM NaCl application and the highest H,O, content was found in safflower seedlings developed in 75
mM NacCl application. The total phenolic and flavonoid contents of the safflower seedlings were lower
than the control group. In the control group, 206.0 micrograms of flavonoids were reduced to 119.5
micrograms at a concentration of 75 mM NaCl. The decrease in the content of phenolic substances
occurred in safflower seedlings developed in at a concentration of 75 mM NaCl with 100.5 micrograms.

Safflower seedlings exposed to salt stress factor, DPPH free radical removal activities were
determined to increase regularly in all NaCl application groups including control group. The highest
DPPH free radical removal activity was obtained from 500 pg ml™ concentration of 150 mM NaCl
application group with 91.32% inhibition. Safflower seedlings treated with 150 mM NaCl showed higher
antioxidant activity than BHT and BHA at all concentrations and ascorbic acid at a concentration of 10 pg
mi™.

Keywords: Balci, Carthamus tinctorius, in vitro, NaCl, stress,
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1. GIRIS

Bitkilerin normal gelisim gosterebilmeleri i¢in, i¢inde bulunduklar1 kosullarin
optimum diizeyde olmasi gerekmektedir (Culha, 2011). Ancak bitkiler her zaman uygun
¢evre sartlar1 altinda bulunmayip, normal olmayan zor sartlarla da karsilasirlar. Ve bu
durum bitkilerde stres yaratir.

Biyolojik stres, ¢evre sartlarinin bir bitkinin normal biiylime ve gelismesini
olumsuz yonde etkileyecek kadar degismesidir. Biyotik (bitkiler, mikroorganizmalar,
hayvanlar ve antropogenik etkiler) ve abiyotik (radyasyon, sicaklik, su, gazlar,
mineraller vb.) olmak {izere ikiye ayrilan stres faktorlerinden biri olan tuzluluk, bitkileri,
hayat dongiilerinin her safthasinda onemli diizeyde etkilemektedir (Larcher, 1995;
Culha, 2011).

Tuzluluk, diinyanin bir¢ok bolgesinde kurak ve yar1 kurak topraklarda bitkilerin
hem verimini hem de kalitesini etkileyen en Onemli cevresel faktorlerden biridir.
Buharlagmanin ~ yagistan fazla oldugu bolgelerde topragin tuz konsantrasyonu
artmaktadir. Toprakta tuz oraninin artmasi ve alkalilesmesi toprak verimliligini azaltir
ve bu durum tarim sisteminin siirdiiriilebilirligini tehdit eder. Tuzlu arazinin 1slah1 veya
tyilestirilmis sulama teknikleri ile yapilan tuzluluk kontrolii genellikle ¢ok pahali ve
sadece kisa vadeli ¢6ziim getirmektedir. Bitkilerin stres davranislarinin ortaya
cikarilmasi, stres sartlarina uyum saglayan varyetelerin 1slah edilmesinde biiyiik
kolaylik saglamaktadir. Bu nedenle bitki 1slahi programlart giderek daha fazla onem
kazanmaktadir (Arzani, 2008; Ozen ve Onay, 2013).

Tuz stresinin etkisi ve bitkilerin verdigi cevaplar; uygulanan tuz cesidi ile
miktarina, maruz kalma siiresine, bitki tiiriine ve hatta aymi tiirin farkli g¢esitlerinde
degisiklik gosterebilmektedir (Dajic, 2006; Munns, 2002). Ayrica bitkilerin tuzluluga
karsi  verdikleri tepkiler, gelisimlerinin farkli asamalarinda da degisiklik
gosterebilmektedir. Bununla birlikte bitkilerin ¢imlenme yada fide gelisiminde,
tuzluluga kars1 diger donemlerden daha hassas olduklari belirlenmistir (Ashraf, 1994).

Ulkemiz topraklarinin yaklasik 1.5 milyon hektar alani tuzluluk sorunuyla karsi
karsiyadir (Ekmek¢i ve ark., 2005). Ekilebilir alanlardaki bdylesi tuz birikiminin,
kiiresel ¢ercevede daha da harap edici boyutlara ulasacagr tahmin edilmektedir. Bu
durum, {irtin verimi ve kalitesindeki azalmaya bagli olarak biiyiik ekonomik kayiplara
da neden olacaktir (Mahajan ve Tuteja, 2005; Yilmaz ve ark., 2011). NaCl bu tuzlarin
en 6nemlilerinden biridir ve NaCl artisina baglh olarak toprakta meydana gelen tuzluluk,

bitkinin hem topraktan alabilecegi su miktarin1 kisitlamasi hem de besin elementi



alimimi engellemesi gelisimi olumsuz yonde etkilemektedir. (Pessarakli ve Szabolcs,
1999).

Topragin tuzlu olmasi, transpirasyon ve solunumun yanisira, bitkinin su almasini
ve koklerinin gelismesini azaltmaktadir. Bitkinin hormon dengesinde yikim,
fotosentezde azalma, nitrat aliminda diisme meydana gelerek protein sentezi azalmakta
ve bitkinin boyunda kisalma olmaktadir (Kanber ve ark., 2005). Tuz stresi, bitkiler
tizerindeki ilk etkisini, kullanilabilir su i¢eriginin azalmasiyla ortaya ¢ikan osmotik stres
ile gostermektedir (Terry ve Waldron, 1984). Osmotik stresin devaminda, bitkinin
yapisinda Na® ile CI” iyon miktarlar1 artmakta ve bu iyonlarm diger gerekli besin
elementlerinin alimin1 engellemesine bagl olarak, iyonik stres ortaya ¢ikmaktadir (Hu
ve Schmidhalter, 2005; Munns ve Tester, 2008).

Bitkiler; 1. tuz igerigini diizenleyerek; tuz iceriginin diizenlenmesi; ortamda
bulunan tuzu bilinyeye almama, aldig1 tuzu bilinyeden atma veya dokulardaki tuzu
seyreltme ile gergeklestirilir; 2. uygun iyon diizeyini ¢esitli tasiyicilar vasitasiyla
koruyarak; 3. iyonlarin toksik miktarlarini ¢esitli hiicresel boliimlerde depolayarak; 4.
osmotik diizenleyiciler biriktirerek tuz stresine karsi tolerans kazanirlar (Larcher, 1995;
Parida ve Das, 2005; Dajic, 2006; Zhang ve ark., 2008).

Bitkiler, ortamdaki yiiksek Na* ve CI a karsin sitoplazmalarinda bu iyonlarin
toksik diizeye ulagmasini engellemek, su girisini devam ettirmek ve yiiksek hiicresel
K*/Na" oranimi korumak igin bircok tasiyici sistemi aktive ederler (Reinhold ve Guy,
2002). Bununla beraber bitkiler, hiicreleri dehidrasyona karsi koruyan, diisiikk molekiiler
agirlikli, toksik olmayan ve birbiri yerine gegebilen osmotik bilesikleri de
sentezlemektedirler (Nuccio ve ark., 1999; Hussein ve ark., 2008). Hiicrelerde bu
osmotik dengenin korunmasinda yer alan prolin amino asitinin; osmotik ayarlamalarda
(Parvaiz ve Satyawati, 2008), subsellular yapilarin stabilizasyonunda, serbest
radikallerin yakalanmasinda (Jain ve ark., 2001) ve DNA hasarlarinin engellenmesinde
(Lima-Costa ve ark., 2008) gorev aldigi bildirilmistir. Tuz stresine maruz birakilan
bitkilerde, prolin diizeyinin arttiZin1 gosteren bir ¢cok calisma bulunmaktadir (Kumar ve
ark., 2003; Ashraf ve Orooj, 2006; Cigek ve Cakirlar, 2008; Hosseini ve ark., 2010;
Sucre ve Suarez, 2011).

Metabolik olaylar sonucu insan viicudu iginde bazi reaktif oksijen tiirleri
(siiperoksit-O,’, hidroksil-OH™ , hidrojen peroksit-H,0,, singlet oksijen-'O;) meydana
gelmektedir (Young ve Woodside, 2001). Arastiricilar bu reaktif oksijen tirlerinin;

hipertansiyon, kalp yetersizligi, Alzheimer, diyabet, sagirlik, optik sinir dejenerasyonu



gibi hastaliklara sebep oldugunu bildirmislerdir (Wallace, 1997; Martin ve Oshima,
2000; Demircan ve ark, 2005). Viicutta bulunan antioksidan sistemler bahsi gegen
hastaliklarin olusmasini engeller ve serbest radikallerin olusmasina karst koruyucu
gorev yapar. Ozellikle sebze ve meyvelerde yogun olarak bulunan antioksidan ozellige
sahip vitaminler (A, C, E), karotenoidler ve fenolik bilesikler insan beslenmesinde
onemli yer tutmaktadirlar. Aspir bitkisinin de c¢igek, yaprak ve govde kisimlari;
glutatyon, A, C, E vitaminleri ve p-karoten bakimindan oldukc¢a zengindir (Ozdemir ve
ark., 2011).

Diinya’da 25 yabani tiri olan Carthamus cinsinin iilkemizde 8 tiirii
bulunmaktadir (Babaoglu, 2006; Akman ve ark., 2007). Ana vatan1 Arap Yarimadasi
olan aspirin (Carthamus tinctorius) Cronquist (1968) smiflandirma sistemine gore

sistematigi asagidaki gibidir (Cronquist, 1981).

Cizelge 1.1 Carthamus tinctorius tiirliniin sistematigi (Kaya, 2017)

Alem Plantae (Bitkiler)

Sube Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Simf Magnoliopsida (iki genekliler)

Takim Asterales

Familya Astraceae / Compositae (Papatyagiller)
Alt Familya Carduoideae

Cins Carthamus

Tiir Carthamus tinctorius (Yalanci Safran)

Aspirin gelisme donemleri kok, govde ve dallanma durumuna gore farkli
evrelere ayrilir. Cimlenmeden sonraki evre rozet evresi olarak adlandirilir ve iki yada ti¢
hafta kadar stirer. Bu evrede govde uzamaz, dallanma olmaz ve yapraklar yilizeye yakin
bir sekilde biiyiir. Ayrica giiclii kazik kdk sistemi gelisir ve topragin derinliklerine
dogru ilerler. Rozet evresinden sonraki donemde oldukga hizli gévde uzamasi meydana
gelerek yaklasik 45 ile 75 cm boyunda kuvvetli dallar gelisir. Dallanmalar gévdeye gore
30° ile 70° ag1 ile olmaktadir ve bu acinin derecesi genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisi
altindadir (Dajue ve Miindel, 1996; Oelke ve ark., 2000; Miindel ve ark., 2004).

Aspirin 6nemi, tohumundan elde edilen yagina olan talepten kaynaklanmaktadir.
Aspir tohum yaginin, kanola ve zeytinyag ile karsilastirildiginda icerik itibariyle daha
saglikli oldugu rapor edilmistir (Dajue ve Miindel, 1996). Aspir yag1 oleik asit (omega-
9) bakimindan zengindir ve insanlar i¢in esansiyel yag asidi olan linoleik asit (C 18:2)

orani %75 e kadar ulasmaktadir. Bu nedenle aspir 6nemli bir besin kaynagidir. Yaginin



insan saglig1 acisindan bir diger 6nemi ise yiiksek a-tokoferol i¢erigidir (Sujatha, 2002).
Aspir yagimin bu 6zelligi, kandaki kolesterol seviyesini diisiirmeye yardime1 olmaktadir
(Singh ve Nimbkar, 2006).

Aspir bitkisi, alternatif yag bitkisi olmasinin yani sira yem, yakit, boya sanayii
ve tibbi amagl olarak da kullanim alanlart bulunmaktadir. Boya sanayiindeki 6nemi,
icerdigi yliksek orandaki linoleik asit (Omega-6) ten gelmektedir. Bu igerigi sayesinde
cabuk kuruyan yaglardan olup, boya sanayiinde sik¢a tercih edilmektedir (Sales, 2005;
Vogel ve Browse, 1996; Konar ve ark., 2010). Tibbi amagh olarak, kalp-damar
hastaliklarinda, agr1 Kesici, ates diisiiriicii, osteoporoz, romatoid artrit ile aterojenik
riskine ve kabizlikta etkili oldugu tespit edilmistir (Ihara, 1998; Lin ve ark., 2014; Isler,
2014). Bununla birlikte aspir, insan insiilini, apolipoprotein-A1, biiylime hormonlar1 vb.
tiretimi i¢in molekiiler tarim ¢alismalarinda model organizma olarak da kullanilmaya
baslanmistir (Gtirel, 2013).

Tim bu kullanim alanlar1 goz Oniine alindiginda aspir bitkisinin daha genis
alanlarda iiretimini gerektirmektedir. Bu genis alandaki iiretim gereksinimi karsilamak
ise aspir tarimiin gelistirilmesiyle miimkiin olacaktir (Kaya, 2017). Aspir, tohumdan
iretilen bir bitki olup bu bitkiden 1yi verim elde edebilmek icin ekilecegi bolgeye bagl
olarak uygun ekim zamani se¢ilmelidir (Koutroubas ve ark., 2009). Yazlik bir bitki olan
aspir, bahar ayinda ekilmelidir; fakat bahar-yaz yagislarinin az oldugu, kislarin fazla
soguk olmadigi 1iliman bolgelerde kiglik olarak da ekilmesi miimkiindiir (Babaoglu,
2005).

Diinya genelinde 60’1n lizerinde iilkede aspir tarimi yapilmaktadir. 2016 yil
verilerine gore diinya genelinde 1.1 milyon ha alanda aspir tarimi1 yapilarak, 950 bin ton
tohum {iiretilmis, Rusya, Kazakistan, Meksika, ABD, Tiirkiye ve Hindistan bu iiretimin
yaklasik %83’{inii karsilamigtir. Ulkemizde 2000 yilindan 2008 yilina kadar aspir
iretimi icin ekim alan1 ve elde edilen {iriin miktar1 acisindan genel olarak artis
gozlenmistir. Ancak 2009 yilinda ise 2007 ve 2008 yillarina gore ekim alani
acisindan artis, iiriin miktarinda ise bir azalis s6z konusudur. 2017 yilinda 27.376 ha
alandan 50 bin ton aspir iiretilmis ve dekar basina verim 183 kg olmustur. Ulkemizde
bugiin en ¢ok aspir iiretimi yapilan ilimiz Balikesir’dir (Basalma, 2007; Ozdemir ve
Tiirker, 2014; Culpan ve Arslan 2018).

Aspir bitkisinin Tiirkiye’de tarimininin yapilmas: 45-50 yillik bir tarihe
dayanmaktadir. Bulgaristan’dan iilkemize gelen gd¢menlerle bazi dikenli tipler

Marmara Bolgesi’ne (Balikesir yoresi) getirilerek tarimi yapilmistir. Daha sonralari



Konya, Ankara, Eskisehir, Sanlurfa, Balikesir ve Afyon illerinde tarimi yapilmaya
baslanmigtir. Baz1 kaynaklar, Orta Asya Tirklerinin aspir bitkisini beraberlerinde
getirdigini ve bu nedenle iilkemizde yabani formlarinin mevcut oldugunu belirtmektedir
(Kog, 2001).

Sahip oldugu {istiin ozelliklerine ragmen aspir, lilkemiz ciftcileri tarafindan
yeterince taninmadigi gibi yetistiriciligini yapmakta olan ¢iftcilerimizin biiyiik bir kismi
yeterli bilgiye sahip degildir. Ozellikle cesit azligi, ekim zamanmin dogru tatbik
edilememesi ve yetistiriciligindeki bilgisizlik tohum veriminde biiyiik diisiislere neden
olmaktadir.

Ulkemizin iklimsel kosullarma kolayca adapte olan aspir bitkisinin tarrminin
gelistirilmesi amaciyla verimi yiiksek, kaliteli ve strese dayanikli cesitlerin elde
edilmeye calisildigi 1slah ¢aligmalart yapilmaktadir. Islah ¢aligmalarinda klasik 1slah ile
coziimlenemeyen problemlerin agilmasi i¢in biyoteknolojik yontemlerin kullanimi giin
gectikce artmaktadir (Kaya, 2017).

Bitki doku kiiltiirti, bitki materyalinin in vitro ortamda su, vitaminler, bitki besin
elementleri, katilastirict ajan ve gerekli durumlarda bitki biiyiime diizenleyicilerinin
eklendigi besi ortaminin bulundugu 151k gegirebilen - agz1 kapali kaplar igerisine steril
kabin i¢inde alinmasidir. Buradaki in vitro ortam kavrami bize yontemin, petri, sise ya
da deney tiipii igerisinde, 1sik-sicaklik gibi fiziksel faktorlerin kontrol edilebildigi
calismalar1 belirtmektedir. Saglanan bu kontrollii kosullar altinda kiiltiire alinan
bitkilerden alinan eksplantlar (bitki doku parcalar1) araciligiyla istenilen degisiklikler
yapilabilmektedir. Normal sartlar altinda, dogada bitkiler tohum, spor ya da geliklerden
gelismektedir. Fakat s6z konusu in vitro ortam oldugunda bitki generatif iireme
organlar1 (tohum, anter, ovaryum gibi) yani sira vegetatif organlar1 (kok, gévde, yaprak
gibi) aracilig1 ile de ¢ogaltilabilmektedir (Kaya, 2017).

Bitkilerin tolerans diizeylerinin belirlenmesi, 6zellikle tarimsal iiretim yapilan
toprakta ya da kullanilan sulama suyunda bulunan tuz miktarina uygun bitkilerin
secilmesinde olduk¢a onemlidir. Geleneksel yontemler kullanilarak o&zellikle fide
doneminde tuz uygulamalar1 yapilabilir ve sonucta en yliksek tolerans gosteren
genotipler belirlenebilir. Ancak bu yontemlerde hem zaman hemde fazla sayida bitki
materyaline gereksinim duyuldugu gibi agik/sera alanlarina da ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bitki doku kiiltiirleri bu olumsuzluklarin ortadan kalkmasina ve biitiin ¢evresel faktorler
ile beslenmeden kaynaklanabilecek farkliliklarin olmadigi kontrollii bir ortamin

olusmasmma imkan saglamaktadir. Bdylece uygulamalar arasinda meydana gelen



farkliliklar daha kisa zamanda belirlenebilecegi gibi kesin sonugta alinabilmektedir
(Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1998; izci, 2009).

Aspir 1slah programlarinda biyoteknolojik yontemlerin kullanilabilmesi, bu bitki
ile ilgili doku kiltiiri ve molekiiler genetik ¢alismalarin yapilmasina baglidir. Bu
nedenle aspir bitkisi lizerinde yapilan doku kiiltliri ¢alismalarinin asil amaci 1slah
programlarinda yeni yontemlerin kullanilabilmesine olanak saglamaktir (Kaya, 2017).

Yaptigimiz literatiir taramasinda tuz stres faktoriiniin aspir (Carthamus
tinctorius L.) bitkisi tizerindeki etkisine yonelik ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Hosseini ve ark. 2010; Tayefi-Nasrabadi ve ark. 2011; Culha, 2011). Bu diisinceden
hareketle Onerilen tez ¢aligmasinda, Balci aspir ¢esidinin in vitro ortamda ¢imlenmesi
tizerine NaCl’nin farkli konsantrasyonlarmin (0, 50, 75, 150 ve 300 mM) etkisi
arastirtlmistir. Bu ¢alisma balci aspir ¢esidinde tuz stres faktoriiniin etkisi ile ilgili in

vitro ortamda yapilan ilk ¢alisma olmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Ulkemizde giin gectikge gerekliligini hissettiren yemeklik yag acig
bulunmaktadir. Yemeklik yag iiretiminde kullanilan baglica bitkiler aspir, kanola ve
zeytin olarak siralanabilmektedir. 11k olarak siis ve boya bitkisi olarak kullanilan aspir,
giiniimiizde ise iki ana tiriin olan, yag ve biyodizel tretilminde stratejik 6neme sahip,
cok degerli ve gelecekte degeri daha da artacak bir bitki halini almistir. Biitiin bu
ozellikleri ile diger yagli tohumlu bitkilerden ayrilmaktadir (Sahin ve Tashgil, 2016).

Degisen diinyamizda ¢esitli abiyotik ve biyotik stres faktorleri sonucu, bitkilerin
bulundugu cevresel ortami degisebilmektedir. Abiyotik faktorlerden biri olan tuzluluk,
bitkileriN, hayat dongiisiiniin her safhasini 6nemli diizeyde etkilemektedir (Culha,
2011). Aspir, gerek toprak gerekse iklim agisindan ¢ok segici olmayan ve adaptasyon
yetenegi yliksek olan bir bitkidir. Bu 6zelligiyle aspir, farkli ekolojik kosullara sahip
iilkemiz topraklarinda kolaylikla yetistirilebilmektedir. Ulkemizdeki aspir tariminin
gelistirilmesi i¢in verimi yiiksek, kaliteli ve strese dayanikli yeni cesitlerin elde
edilmeye calisildig1 1slah ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Ancak klasik yontemlerle yapilan
1slah galigmalar1 zaman alic1 olmasi, daha ¢ok bitkisel materyale ihtiyag duyulmasi, agik
veya sera alanlarina gereksinim duyulmasi gibi olumsuzluklari kapsamaktadir. Bitki
doku kiiltiir galismalarinda olumsuzluklar bertaraf edilmekte ve tam kontrollii ortamda
kisa stlirede sonu¢ alinmast miimkiin olmaktadir. Islah ¢alismalarinda klasik yontemler
ile ¢oziimlenemeyen problemlerin asilmasi igin kullanimi giin gectikge artan
biyoteknolojik yontemler, tuz stres faktorii aragtirmalarinda tolerans belirleme ve gesit
seciminde basvurulan alternatif bir yontemdir (Babaoglu ve ark. 2002; Kaya, 2017).

Orlikowska ve Dyer (1993), iki aspir g¢esidinin olgun tohumlarini in vitro
ortamda ¢imlendirmis ve olusan siirgiinleri ¢ogaltmak i¢in oksin (Naftalen asetik asit -
NAA) ve sitokininleri  (Benzil amino piirin-BAP, TDZ, Kinetin-Kin,
Dimetilallilaminopurin-2iP) kullanmistir. NAA ile kombine edilen BAP veya TDZ nin
stirglin ¢cogaltimi i¢in ideal oldugunu rapor etmislerdir. Arastiricilar her iki ¢esitten elde
ettikleri siirgiinleri 1 mg 1" NAA’lI besi ortaminda koklendirmis ve seraya
aktarmiglardir.

Baydar (2000), giberellik asit konsantrasyonlarinin bazi aspir cesitlerinde erkek
kisirlik, tohum verimi ile yag ve yag asitleri sentezi iizerine etkisini farkli gelisim

donemlerinde arastirmistir. Uygulanan gibberellik asit konsantrasyonlarinin, yag asitleri



sentezinde bir etkisinin olmadigini buna karsin tomurcuk doneminde uygulanan 300
ppm gibberellik asidin yag sentezinde artisa neden oldugunu belirtmistir.

Bassil ve Kaffka (2002) tuzlulugun aspir bitkisinin biiylimesi ve yag icerigi
tizerindeki etkisini arazi kosullarinda incelemislerdir. Farkli oranlarda tuz (1.8 - 7.2 dS
m™) ilave ettikleri topragi tuzlu (6.7 dS m™) suyla sulamslar ve tuzlu ile tuzsuz
uygulamalarda su potansiyelinin farkli oldugunu saptamislardir. Yaprak alan endeksi ile
bitki uzunluklar1 arasinda bir miktar azalma oldugunu yag igeriginde etkilenme
olmazken yag miktarinda hafif bir artma oldugunu gézlemislerdir. Aspirin daha 6nce
literatiirde bildirilen oranlardan daha yiiksek tuz diizeylerine dayaniklilik gosterdigini
bildirmislerdir.

Mandal ve ark. (2001), farkli aspir genotiplerinde direk organogenesis ve bitki
rejenerasyonunu c¢alismalart yapmislar ve etilen ile eksplant yasimin etkisini
aragtirmiglardir. Genel olarak tiim g¢esitlerde farkli oranlarda embriyojenik kallus
olusturduklarint ve somatik embriyo olusumu i¢in kullanilan eksplantin yasmin etkili
oldugunu belirlemislerdir.

Kaya ve ark. (2003), 3 farkli yerli aspir ¢esidinin ¢imlenme ve fide gelisimi
déneminde toprak tuzlulugunun (0.8, 2.5, 5.1, 8.7, 13.0, 15.2 ve 23.0 dS m'l) etkilerini
incelemislerdir. Calismada, kok ve toprak iistii uzunluklari, kok ve toprak {istii kuru
agirliklar kok/toprak tistii kuru agirlik orani ile kok ve toprak tstli kuru agirlik stres
indeksleri parametrelerine bakilmistir. Arastiricilar, g¢esitlerin tuz seviyelerine farkl
cevaplar vermesine karsin 5.1 dS m™ tuzluluk seviyesinin tiim ¢esitlerde fide gelisimini
engelledigini saptamislardir. Ayrica kok gelisiminin ilk gelisim ddéneminde toprak
tuzlulugundan daha fazla etkilendigini belirlemislerdir. Sonu¢ olarak, incelenen
parametreler bakimindan dikenli aspir ¢esitlerinin tuz stresinden daha az etkilendigini
ve tuzlu topraklarda aspir tarimi1 yapilacaksa, dikenli ¢esitler tercih edilmesi gerektigini
vurgulamiglardir.

Walia ve ark. (2007), HUS-305 aspir genotipinin endosperm dokusunu, farkli
konsantrasyonlarda oksin ve sitokinin iceren MS besi ortaminda inkiibe ederek adventif
siirglin rejenerasyon kapasitesini arastirmislardir. En yiiksek kallus olusumunu 2.4-D
ilave edilmis besi ortamindan elde ederek olusan kallustan BA, Kin ve TDZ ilave
edilmis besi ortamlarinda embriyolarin olustugunu bildirmislerdir.

Ebrahimzadeh ve ark. (2009), ii¢ farkli salisilik asit (SA) konsantrasyonunun

aspir bitkisinin biiylime ve gelisme iizerindeki etkisini incelemislerdir. Sonug olarak, 0.1



mM SA konsantrasyonunun kontrol grubuna gore yaprak sayisinda, biyokiitlede, tohum
sayis1 ve veriminde onemli artisa yol agtigin1 bildirmislerdir.

Culha (2011), Tuz stres faktoriine tolerans gosterecek aspir (Carthamus
tinctorius L.) genotiplerini belirlemek igin iki farkli donemde olmak iizere 4 farkli NaCl
konsantrasyonu kullanarak biiylime ile tuz stresine karsi olusturulan Savunma
mekanizmasi arasindaki iligkiyi aragtirmistir. Her iki donemde de NaCl konsantrasyonu
artikca her ti¢ aspir ¢esidinde de ¢imlenme orani ve hipokotil/radikula uzunluklarinda
azalma oldugunu belirlemistir. Sonug olarak test edilen NaCl uygulamalarinda tuz
stresinden en az etkilenen genotipin Dinger, en ¢ok etkilenen genotipin ise Yenice
oldugunu rapor etmistir.

Yeilaghi ve ark. (2012), 64 aspir genotipinde, tuzlulugun tohum yagi icerigi ve
yag asidi kompozisyonu iizerine etkilerini incemislerdir. Sonu¢ olarak tuzlulugun
incelenen aspir genotiplerinin ¢ogu tizerinde 6nemli etkileri oldugunu tespit etmislerdir.
Yag miktar1 ve kalitesinin tuza toleransli aspir genotiplerinde, tuza duyarli genotiplere
gbre daha az etkilendigini belirtmislerdir. Tuzluluk stresi nedeniyle genel olarak yag
igeriginde % 7.7, yag veriminde ise % 29 azalma gozlendigini ve tuz stresinin, oleik
asitte (C18: 1) belirgin bir artisa, linoleik (C18: 2) ve linolenik (C18: 3) asitlerde ise
belirgin diislislere neden oldugunu rapor etmislerdir.

Elouaer ve ark. (2012), tarafindan tuzlu kosullarda tohumlara on islem
uygulamanin, bitki biliylime ve gelisimi iizerindeki etkisi aragtirmistir. Bu amagla
arastiricilar, Tunus aspirinin tohumlarin1 20 C° de 24 saat boyunca KCI uygulanarak
Onisleme tabi tutmuslar ve bu tohumlar ile KCI uygulanmamis tohumlar1 (kontrol)
dogrudan tarlaya ekmislerdir. Daha sonra ¢esitli konsantrasyonlarda (0, 3, 6, 9, 12 g It
NaCl igeren sulama suyu ile sulanan tohumlarin gelisimlerini sekiz ay boyunca takip
etmiglerdir. Sonu¢ olarak Onislem uygulanmis tohumlardan elde edilen bitkilerin
boylarinin, kontrol grubundaki tohumlardan elde edilen bitkilere gére daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Onislem uygulanmis tohumlardan elde edilen
bitkilerin, dal sayisi, yas/kuru agirligi ve yaprak verimliliginin kontrol grubundaki
tohumlardan elde edilen bitkilere gore daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Echi ve ark. (2013), ekim 6ncesi salisilhidroksamik asit ile islem gérmiis aspir
tohumlarmimn Iran’da tuzlu kosullarda cimlenme indeksi ve enzim aktivitesini
incelemisglerdir. Arastiricilar, dort farkli salisilhidroksamik asit (0,50, 75, 100 ppm)
seviyesi ile, dort seviyedeki NaClI ortamlarim (0,75, 140, 210 mg I™") kullanmuslardur.

Aspir tohumlarina ekim Oncesi 8 saat boyunca salisilhidroksamik asit uygulamislardir.
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Aragtiricilar tuzluluk kosullarinin aspir tohumunun ¢imlenmesinde belirgin bir azalmaya
neden oldugunu ve en yikksek tuz seviyesi olan 210 mg I‘konsantrasyonunda
¢imlenmenin kontrol grubuna kiyasla en az oldugunu belirtmislerdir. Tohumun
salisilhidroksamik asit ile muamele edilmesinin hem kontrol grubunda hemde tuz
uygulamalarinda aspir tohumlarinin ¢imlenmesini gelistirerek erken fide olusumunu
sagladigini ve koleoptillerin kok uzunluklari ile kuru madde birikimini arttirdigini tespit
etmiglerdir. Ayrica salisilhidroksamik asit ile islem goérmiis tohumlarin enzim
aktivitelerinde belirgin bir azalma oldugunu belirtmislerdir. Sonug¢ olarak aspir
tohumlarmin tuzlu kosullarda ekim Oncesi salisilhidroksamik asit ile Onigleme tabi
tutulmasinin ¢gimlenmeyi ve erken fide gelisimini artirdigini rapor etmislerdir.

Jam ve ark. (2013), farkli biyosiilfiir ve SA konsantrasyonlarinin aspir bitkisinin
fotosentetik pigment igerigi lizerine etkisini incelemislerdir. Sonug olarak, en yiiksek
klorofil-a igeriginin 2000 uM SA ve 1050 kg/ha biyosiilfiir uygulamasinda, en yiiksek
klorofil-b igeriginin ise 1500 uM SA ve 350 kg/ha biyosiilfiir uygulamasinda elde
edildigini bildirmislerdir.

Moghadam ve Muhammedi (2014), ¢ farkli aspir genotipinde SA
uygulamasiin ¢imlenme ve tane verimi ilizerindeki etkisini incelemislerdir. Sonug
olarak, en fazla siirgiin uzunlugunun ve tane veriminin 50 mg I'* SA konsantrasyonunda
meydana geldigini saptamislardir.

Yaman (2014), ii¢ farkli aspir genotipini (Remzibey, Dinger ve Shifa) in vitro
ortamda kiiltiire alarak adventif siirgiin olusturma potansiyelini arastirmistir. Arastirici
Remzibey genotipinde 4 mg I* TDZ +0.2 mg I'* NAA, Dinger genotipinde 1 mg I™
TDZ ve son olarak Shifa genotipinde ise 2 mg I NAA + 2 mg I* BAP’Ii besi
ortamlarinin adventif siirglin olusumunda artisa sebep oldugunu bildirmistir.

Kumari ve ark. (2015) aspir bitkisinde farkli eksplant tiplerinin kallus olusturma
potansiyelini incelemislerdir. Arastiricilar kék ve yaprak eksplantlar ile yaptiklar
caligmada, farkli konsantrasyonlarda 2.4-D ve TAA kullanmislardir. Sonucgta yaprak
eksplantlarinin tiimiinde yiiksek oranda kallus olusum yiizdesi (%90) elde ettiklerini
rapor etmislerdir. Ayrica kallus olusumunda IAA ilave edilen besi ortamlarinin 2.4-D
igeren besin ortamlarindan daha az etkili oldugunu bildirmislerdir.

Kusoglu (2015), Aspirin farkli kisimlarinin (yaprak, tohum ve ¢icek) toplam
fenolik ve flavonoit icerigini, DPPH, ABTS radikali giderme ve indirgeyici gii¢
aktivitesini, OH", H,O, ve siiperoksit radikali giderme aktivitesini incelemistir. En

yiiksek fenolik madde iceriginin yaprak ekstresinde, en yiiksek flavanoit igeriginin ise
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cicek ve yaprak ckstresinden elde edildigini bildirmistir. Cicek ekstresinin DPPH
radikali giderme aktivitesinin standarttan da yiiksek oldugunu, en yiiksek ABTS radikali
giderme aktivitesinin ise yaprak ekstresinin gosterdigini belirlemistir. Indirgeyici giic
tayininde; yaprak ve cicek ekstresinin, standart olarak kullanilan a-tokoferolden daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugunu saptamustir.

Moghbel ve ark. (2015), in vitro ortamda kiiltiire alinan aspir (Carthamus
tinctorius L.) fidelerini kolsisin ile muamele ederek DNA ve stomalarinda goriilen
farkliliklar1  arastirmislardir.  Arastirma sonucunda, 24 saat siliresince farkl
konsantrasyonlarda kolsisin muamelesi yapilan fidelerin stomalarinin daha biiyiik
oldugu ve uygulamalarin tamaminda DNA miktarinda 6nemli bir artis oldugunu
vurgulamiglardir.

Culpan (2015), iki aspir gesidinde (Dinger ve Balci), gibberellik ve salisilik
asidin verim ve kalite 6zellikleri tizerindeki etKisini tarla denemeleri ile arastirmistir.
Arastirict maksimum tane veriminin 120.496 kg/da ile SA uygulamasinda Dinger
¢esidinde, minimum verimin de 55.111 kg/da ile GA3 uygulamasinda Balci ¢esidinden
elde edildigini bildirmistir. Ayrica 300 ppm GAj; uygulamasinin yag miktarini
artirdigini, SA uygulamasinin ise yag miktarinin artmasinda etkili olmadigini tespit
etmistir.

Arslan ve Bayraktar (2016), Ankara sartlarinda Dinger aspir genotipinde azotlu
ve fosforlu giibrelerin yag oram1 ve kompozisyonuna etkisini arastirmislardir.
Aragstiricilar ¢alisma sonucunda bu giibrelerin bitkinin yag oranini ve bilesimini pozitif
olarak etkiledigini bildirmislerdir.

Danicic ve ark. (2016), NaCI’nin aspir bitkisinin biiyiimesi ve metabolizmasi
tizerindeki etkisini arastirmiglardir. NaCl konsantrasyonunun arttirilmasinin, bitki
basina yaprak sayist ve kuru yaprak kiitlesi/alan oranmi etkiledigi belirtmislerdir.
Aragtiricilar, NaCl varliginda biiyiiyen bitkilerde transpirasyon yogunlugunun azaldigini
ve NaCl derisiminin artmasi ile stomatal diffiizyon direncinin arttigini rapor etmislerdir.

Kanar (2016), Kahramanmaras sartlarindaki aspir genotiplerinin verim ve verim
ozelliklerini arastirmustir. Incelemeler sonucunda, en yiiksek yag oraninin Oleic Leed
genotipinde oldugunu buna kargin Balc1 genotipinin tohum ve yag verimi bakimindan
daha yiiksek degerlere sahip oldugunu bildirmistir.

Kaya (2017), Balci aspir genotipinde in vitro ortamda elde edilen steril
fidelerinin nod, hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin adventif siirgiin olusturma

potansiyelini arastirmistir. Sonug olarak, her li¢ eksplantta da kallus ve kallustan siirgiin
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olusumunu sagladigin1 ve en fazla siirglin olusumunu kotiledon eksplantlarindan elde
ettigini rapor etmistir.

Alasvandyari ve Mahdavi (2017), glisinbetainin farkli tuz kosullarinda aspirin
baz1 vejatatif ve fizyolojik Ozellikleri Ttizerine etkisini incelemislerdir. Farkli
konsantrasyonlarda (0, 50, 100, 150 mM NaCl ) tuz stresine maruz birakilmis aspir
bitkisinin yapraklarina sprey seklinde farkli oranlarda (0, 10, 30 ve 60 mM) glisinbetain
uygulamigslardir. Sonugta tuzlu kosullarda bitki gelisiminin yavasladigini, RWC ve POD
aktivitesinin azaldigin1 tespit etmislerdir. Bununla birlikte MDA, prolin, toplam
¢oziinebilir seker, CAT ve SOD aktivitesinde artis meydana geldigini saptamiglardir. 60
mM glisinbetain uygulamasinin tiim tuz gruplarinda kontrol grubuna oranla kok ile
stirgiin uzunlugunu ve RWC igerigini artirdigini belirtmiglerdir. 30 ve 60 mM
glisinbetain uygulanan gruplarda bitkinin kok-siirgiin kuru agirhigini, toplam ¢6ziinebilir
seker oranmi ve prolin icerigini artirdigim1 rapor etmislerdir. Ayrica glisinbetain
uygulamasinin tiim tuzluluk diizeylerinde katalaz etkinligini uyarirken peroksidaz ve
malondialehidi baskiladigini, ancak SOD etkinligi lizerine bir etkisinin gbzlenmedigini
bildirmislerdir.

Kazemeini ve ark. (2017), iki aspir ¢esidinin tuzluluk toleransini inceleyerek
toleransi etkileyen en 6nemli faktorleri belirlemeye ¢alismiglardir. Calismada Sofeh ve
Zendehrut aspir gesitleri kullanilmig ve bu genotipler tuzluluk oranlar1 2, 4, 8 ve 12 ds
m™ olan sulama sular ile sulanmislardir. Bitki kuru agirligmim Sofeh gesidinde sirasiyla
%13, %30, %50 oraninda, zendehrut ¢esidinde ise sirasiyla %9, %28, %40 oraninda
azaldigini tespit etmislerdir. Tim tuzluluk diizeylerinde Zendehrut genotipinde daha
yiiksek klorofil-a, Kklorofil-b, SPAD, peroksidaz, siiperoksit dismutaz aktivitesinin
oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica tuz konsantrasyonundaki artigin Sofeh g¢esidinde,
stirgiin ve kokteki prolin ve MDA miktarin1 daha fazla artirdigini belirtmislerdir.
Arastiricilar yaptiklar1 Lineer regresyon analizinde, bitki kuru agirlign ile kok ve
yapraktaki Na* derisimi ve prolin igerigi arasinda anlamli ve ters bir iliski oldugunu
bildirmislerdir. Bitki kuru agirhigi, K*/Na* orani ile peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve
klorofil-a diizeyleri arasinda anlamli ve pozitif yonde bir iliski oldugunu saptamislardir.
Sonug olarak kok, sap ve yaprak kisimlarindaki, peroksidaz ve superoksit dismutaz
aktivitesinin tuza dayanikli aspir tiirlerinin belirlenmesinde giivenilir gostergeler
oldugunu belirlemislerdir.

Birecikli Hamidi (2018), Balc1 aspir ¢esidinin olgun tohumlarimni in vitro ortamda

kiltire alarak c¢imlenme, mikrocogaltim ve koklenme potansiyelini incelemistir.
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Arastirici, In - vitro kosullarda aspir tohumlarinin ¢imlenebilmesinin testanin
catlatilmasina bagl oldugunu saptamislardir. Testas1 ¢atlatildiktan sonra kiiltiire alinan
aspir tohumlarinin optimum ¢imlenme kosullarinin; 30 g sakkaroz ilave edilmis ¥4 MS
besi ortami oldugunu bildirmistir. Arastirict 0.5 mg 1™ Kin iceren MS besi ortaminda
maksimum siirgiin ve 2.0 mg/L NAA’l1 besi ortaminda ise eksplant basina 20 tane kok
elde ettigini belirtmistir. Ayrica elde edilen kokli fidelerin topraga adaptasyonunun
basari ile saglandigin bildirmistir.

Toprak ve Tunctiirk (2018), aspirin bes farkli genotipinde farkli tuz
konsantrasyonlarinin fide gelisimine etkisini arastirmiglardir. Arastiricilar 0 mM ve 150
mM NaCl konsantrasyonu uygulayarak elde ettikleri fidelerin bitki boyu, yaprak sayisi,
kok uzunlugu, taze kok ve govde agirligl, kuru kok ve govde agirligr ile kok/govde
orant parametrelerini  kullanarak tuz stresinin etkisini incelemislerdir. Calisma
sonucunda, aspir genotiplerinde tuz stresine olan toleranslarin farklilik gosterdigini ve
uygulanan tuzun biitiin ¢esitlerde fide gelisimini biiyiikk oranda engelledigini rapor
etmislerdir. Ayrica tuz stresine toleransi en yiiksek olan genotipin Remzibey-05,
duyarlilig1 en fazla olan genotipin ise Dinger ve Yenice oldugunu belirtmislerdir.

Bu literatiir taramasi 1s1ginda sunulan tez ¢alismasinda, balci aspir (Carthamus
tinctorius L.) ¢esidinin ¢imlenmesi tizerine NaCl’> nin farkli konsantrasyonlarinin (0, 50,
75, 150 ve 300 mM) etkisi in vitro ortamda arastirilmistir. Bunun igin in vitro ortamda
farkl1 konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilan aspir tohumlarinin, ¢imlenme
yiizdesi, siirgiin ve kok boyu, Yesil aksam taze-kuru agilhiklari, GSI, Lipid
Peroksidasyon Derecesi (MDA), Toplam Fenolik Miktari, Toplam Flavonoit Miktari,
DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi, Prolin igerigi ve H,O; igerigi incelendi.
Yapilan ¢alisma balci aspir ¢esidinde tuz stresinin etkisi ile ilgili in vitro ortamda

yapilan ilk calisma olmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Tez calismasinda, tescilli Balci1 aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢esidine ait
olgun tohumlar baglangi¢ materyali olarak kullanildi. Deneysel calismalar, Batman
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’ne ait Biyoteknoloji Arastirma

Laboratuvarinda yriitiildi (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Balci aspir gesidinin olgun tohumlarinin genel gériiniimii

Cizelge 3.1. Balci aspir ¢esidinin genel 6zellikleri (Sahin ve Tasligil, 2016)

Dikenlilik Cicek Rengi  Bitki Boyu En yiiksek Bin Dane Agirhig: Yag Oram
(cm) verim (kg/da) (9) (%)

Dikenli Sar1 55-70 376 40-48 38-41

Aspir, genellikle yagh tohumlar i¢in yetistirilen tek yillik ¢ali formunda bir
bitkidir. Dar ve uzun yapraklar1 koyu yesil renkte olup kenarlari testere disli ve
dikenlidir. Cigekleri sar1 renkli ve tiip seklinde olup tablada 20-180 kadar1 bir arada
bulunur. 2.5-3.0 m derinliklere inebilen kazik kok sistemine sahip olan aspir, 110-140
giin igerisinde yetisebilen uzun giin yag bitkisidir (Sahin ve Tasligil, 2016; Kaya 2017).
3.2. Yontem

Balc1 aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢esidinin in vitro kiiltiir ortaminda
olusturulan tuzluluga verdigi yanitlar incelendi. Bu amagla in vitro kosullarda farkli tuz
konsantrasyonlarinin (0 , 50, 75, 150 ve 300 mM) aspirin ¢imlenmesinde meydana

getirdigi fizyolojik ve biyokimyasal farkliliklar incelendi.
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3.2.1. In vitro Kkiiltiir kosullar
3.2.1.1. On hazirhk

Calismada kullanilan tiim cam malzemeler, sicak suda yikandiktan sonra saf
sudan gecirildi ve etiivde 180°C’de 3 saat kadar (meziir, balon joje ve pipetler ise 80
°C’de) bekletilerek sterilize edildi. Inkiibasyon islemlerinde kullanilan filtre kagitlar1 iki
saat siire ile 180 °C’de, besi ortaminda kullanilan distile su ise 180 °C’de etiivde ii¢ saat
kadar bekletilerek sterilize edildi. Inkiibasyon islemlerinde kullanilan bistiiri ve pensler
%96’lik alkol ile silindikten sonra aliiminyum folyo ile sarilarak 300 °C’de 30 dakika
boyunca kuru hava sterilizatoriinde bekletilerek steril edildi.
3.2.1.2. Besi ortaminin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Bu tez ¢aligmasinda besin ortami olarak Murashige ve Skoog (MS) temel besin
ortami kullanilmistir (Murashige ve Skoog, 1962). Cizelge 3.2’de MS besin ortami

icerigindeki bilesenler verilmistir.

Cizelge 3.2. Standart MS besi ortamu igerigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Makro Elementler Mikro Elementler Kompleks Kelator Vitaminler
NH,NO; H;BO3 FeS0O,.7H,0 Nikotinik asit
KNO; MnS0O,.4H,0 Na,EDTA Glisin
CaCl,.2H,0 ZnS0,.7H,0 Pridoksin HCI
MgSQO,.7H,0 Kl Tiamin HCI
KH2PO4 NazMOO4.2H20
Cu SO,4.5H,0
CoCl,.6 H,O

Bir litrelik MS besin ortami hazirlamak i¢in, 1 litrelik erlen icerisine 750 ml
distile saf su konuldu ve 30 g sakkaroz ilave edilerek karistirildi. Cizelge 3.3°de
belirtilen MS besi ortami bilesenlerinden hazirlanan stok ¢ozeltiler sirasiyla, makro
element, mikro element, kompleks kelator ve vitaminler ilave edildi. Daha sonra toplam
hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi. Besin ortamimnin pH’s1, 0.1 M
NaOH ve 0.1 M HCI kullanilarak 5.7 olacak sekilde ayarlandiktan sonra katilagtirmak
icin 5.458 g agar ilave edildi. Son olarak hazirlanan besin ortami sterilizasyon islemi
icin 121°C sicaklikta 1 atm basing altinda 25 dk siireyle otoklavda bekletildi. Bu siire
sonunda steril olan besin ortami, steril kabin i¢inde es zamanl sterilizasyonu yapilan
Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina, yaklasik 50 ml olacak sekilde boliistiiriildii ve yaklasik

yarim saatlik siire sonunda besin ortamlarinin jel kivamina gelmesi sagland: (Sekil 3.2.).
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Cizelge 3.3. 1 litre MS besi ortaminin igerigi

MS Ana Cozeltisi (Makro Elementler) 100 ml

MS Mikro Elementler-1 10 ml

MS Mikro Elementler-2 1ml

Kompleks Kelator 10 ml

Vitamin Karigimi 1ml

B1 Vitamini Ana Cozeltisi 1ml

Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir

Sekil 3.2. Besi ortaminin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

3.2.1.3. inkiibasyon ve biiyiime odasinin kosullar

Kiiltiire alma islemlerinden Once inkiibasyon odasinda bulunan kapi, masa,
dolap, taban ile duvar ticari ¢gamasir suyu (sodyum hipoklorit-NaOCI) ile temizlendi.
Inkiibasyonun yapilacag: steril kabinin igi, %70’lik alkol ile temizlendi ve ultraviyole
lambas1 2-4 saat agik birakilarak sterilizasyon islemleri tamamlandi.

Aspir tohumlarinin ¢imlendirilmesi iizerine tuz stresi uygulamalarin timi
optimum kosullarin saglandigi biiyiime odasinda yapildi. Biiyiime odasi; 30-60 um/mzs1
151k siddetine sahip civali Floresan lambalar (400 W, MBFR/U, Thorn) ve ortam
sicakligin1 25+£2°C de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi ile saglandi. Ayrica
bliylime odasinin 151k periyodu 16 saat aydinlik 8 saat karanlik olacak bi¢imde

ayarlanmistir (3000-5000 Liix).
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3.2.2. In vitro kosullarda NaCI’nin ¢imlenme iizerine etkisi

Balci aspir ¢esidine ait olgun tohumlarin in vitro ortamda ¢imlenmesi iizerine
NaCl’ nin etkisi arastirildi. Bu amagla aspir tohumlar1 ¢gesme suyu ile yikandi ve 6n
sterilizasyon i¢in %70 etil alkol i¢inde 30 saniye bekletildi. Aspir tohumlar1 % 5
sodyum hipoklorit soliisyonunda 60 dakika kadar bekletildi (Birecikli Hamidi, 2018) ve
akabinde NaOCI kalintilarindan arindirilmak i¢in 25 dakika boyunca steril distile suda
calkalanarak sterilizasyon islemi tamamlandi.

Tohumlarin ¢imlenmesi lizerine tuz stres faktoriiniin etkisini test etmek icin
hazirlanan MS (1/4) besi ortamma NaCI’'min farkli (0 50, 75, 150, 300 mM)
konsantrasyonlari ayri1 ayri1 ilave edildi. Streilizasyonu tamamlanan tohumlar
inkiibasyon odasinda steril kabin i¢inde kiiltiire alinarak, bliylime odasinda ¢imlenmeye

birakild: (Sekil 3.3.).

. oYy K o
Sekil 3.3. Aspir tohumlarinin NaCI’nin farkli konsantrasyonlarini igeren besi ortaminda kiiltiire alinarak,
biliyime odasinda ¢imlenmeye birakilmasi

3.2.3. Ol¢iim ve analizler
3.2.3.1. Cimlenme yiizdesi

3 haftalik kiiltiir periyodunun sonunda NaCl uygulamalaria inkiibe edilen
tohumlar igerisinden, ¢imlenen tohumlar belirlenerek yiizde (%) ¢imlenme orani

hesaplandi.
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3.2.3.2. Siirgiin boyu-kok uzunlugu

Rastgele secilen (20 adet) bitkilerin kok baslangicindan yaprak ug¢ bolgesine
kadar olan kismin uzunluklar1 ayr1 ayr Olgiilerek (cm) siirglin boyu olarak belirlendi.
Kok baslangicindan kok ucuna kadar olan kisimlar ayri ayr Slgiilerek (cm) kok
uzunlugu belirlendi.
3.2.3.3. Yesil aksam taze-kuru agirhgi

Her bir gruptan rastgele segilen bitkilerin (5 adet) yesil aksamlar1 ayrilarak, taze
agirliklar1 hassas terazi ile gram cinsinden tartildi. Daha sonra 55°C’de agirlik degisimi
olmayincaya kadar etiivde bekletildi ve son agirliklar alinarak kuru agirliklar: yine ayni
sekilde hesaplandi.
3.2.3.4. Gergek su icerigi (GSI):

Tuz uygulamasindan 3 hafta sonra her bir gruptan rastgele segilen 5 ayri
materyalin taze agirliklart 6lgiildii. Bitki yapraklari 55°C’de etiivde agirlik degisimi
olmayincaya kadar kurutulduktan sonra kuru agirliklar saptandi. Her bir gruba ait
yaprak 6rneklerinin GSI ayr1 ayr1 asagidaki formiile gore % olarak hesaplandh.

% GSI = (TA - KA) / TA x100

Bu formiillerde, TA; taze agirligi ve KA; kuru agirlhigi ifade etmektedir.
3.2.3.5. Lipid peroksidasyonu derecesinin belirlenmesi

Yaprak dokularinda meydana gelen hiicre zar1 hasarmi 6lgmek icin lipid
peroksidasyonunun son iriinii olan MDA miktar1 tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile
belirlendi (Ohkawa ve ark., 1979). Bu analiz i¢in kontrol ve uygulama grubuna ait
yaprak dokularindan alinan 0.1 g’lik 6rnekler s1v1 azotta ¢giitiildiikten sonra iizerlerine 2
ml %5°lik triklor asetik asit (TCA) eklenerek homojenizasyon saglandi. Bu karigim 25
°C’de 12.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

0.4 pl siipernatant ve i¢inde %0.5 oraninda TBA bulunan 0.4 pl %20’lik TCA
coOzeltisi iceren reaksiyon karigimi, 95 °C’lik sicak su banyosunda tutulduktan sonra buz
banyosuna konuldu. Sonraki asamada 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilen karigimlarin
absorbans degerleri spektrofotometre yardimiyla 532 nm dalga boylarinda 6lgiildii. Kor
olarak icerisinde %0.5 oraninda TBA bulunan %20°’lik TCA ¢dzeltisi kullanildi. Ayn1
islemler 1,1,3,3-Tetrametoksipropan i¢in tekrarlanarak MDA standart egrisi grafigi
cizilerek dokulardaki MDA miktari hesaplandi ve sonuglar pmol g™ TA olarak ifade
edildi (Ecem, 2010).
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3.2.3.6. Prolin iceriginin belirlenmesi
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Prolin miktari, spektrofotometrik olarak Asit-Ninhidrin metodu ile belirlendi

(Bates ve ark. 1973; Ghoulam ve ark. 2002). 100 mg taze yaprak sivi azot ile toz haline

getirilerek, % 40’11k 2 ml metanolle ekstrakte edildi. 1 ml ekstrakt, 1 ml glasiyal asetik

asit ve 6 M ortofosforik asit (3:2 v/v) karisimi iizerine 25 mg ninhidrin eklenerek, bu

karisim 1 saat 100 °C de inkiibe edildi. Daha sonra tiipler sogutularak 5 ml toluen ilave

edildi ve iyice karistirildiktan sonra iki farkli faz olusumu gozlendi. Prolin miktarinin

belirlenmesi icin {istteki fazin absorbansi 528 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak olctildii. Yaprak dokularindaki prolin miktari, L-prolin standarti kullanilarak

grafik yardimiyla hesaplandi ve mmol g™ taze agirlik olarak ifade edildi.

y=1,3672x +0,0471
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Sekil 3.5. L-Prolin standart egrisi
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3.2.3.7. H,0; iceriginin odl¢iilmesi

H,0; icerigi Velikova ve ark. (2000)’na gore belirlendi. 200 mg yaprak dokusu
buz tlizerinde % 0.1’lik 2 ml TCA soliisyonunda homojenize edildi. Homojenat 12.000
rpm de 15 dk santrifiij edildi ve 0.4 ml siipernatant 0.8 ml"* KI ve 0.4 mI™0 potasyum
fosfat soliisyonuna (pH 7.0) eklendi. Siipernatant absorbansi 390 nm’de Slgiildii. H,O;
icerigi; HyO2 nin farkli konsantrasyonlari kullanilarak hazirlanan standart kalibrasyon

egrisinden elde edilen formiille hesaplandi.

1,5
_ y =0,0086x + 0,1098
£ . R2 = 0,9837 .
3
c ®
1]
2
8 0,5
o
< /

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Konsantrasyon(ppm)

Sekil 3.6. H,0, standart egrisi

3.2.3.8. Toplam fenolik miktar tayini

Eekstrelerin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilmak tizere
gallik asite es deger olarak tespit edildi (Slinkard ve Singleton, 1977). Etanolde
hazirlanmis olan ekstrelerin 1000 ppm konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanarak 100 pg
ekstre iceren ornek ¢ozeltileri distile su ile 4,6 mL’ye tamamlandi. Bu karisima 100 pL
Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ve 3 dakika sonra %2’lik Na,CO3 ¢ozeltisinden 300uL
ilave edilerek oda sicakliginda iki saat boyunca inkiibe edildi. Farkli
konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltileri i¢in de ayni islem uygulanarak inkiibasyon
sonrasinda 760 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢tim alindi. Ekstrelerin toplam
fenolik igerikleri standart gallik asit grafiginden elde edilen sonuglar esitlik (Sekil 3.7.)

kullanilarak belirlendi.
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Sekil 3.7. Gallik asit standart egrisi

3.2.3.9. Toplam flavonoit miktar tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak aliiminyum
nitrat yontemi ile belirlendi (Moreno ve ark., 2000). 1000 ppm’lik kersetin ¢ozeltisi
hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ve 200 pL alinarak
hacimleri %80’lik etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Daha sonra karisimin iizerine 0,1
mL 1 M potasyum asetat ve bir dakika sonra 0,1 mL %10’luk aliminyum nitrat ilave
edildi. 40 dakika inkiibasyon siiresinden sonra 415 nm’de kontrole kars1 UV
spektrofotometresinde absorbanslart okundu. Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlari

standart kersetin grafiginden elde edilen esitlik (Sekil 3.8.) kullanilarak belirlendi.

y =0,0947x - 0,146

RZ=0,9922
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Sekil 3.8. Kersetin standart egrisi
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3.2.3.10. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi

Ekstrelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil serbest
radikali (DPPH) kullanilarak belirlendi (Blois, 1958). Bitkilerin etanol ekstrelerinden 1
mg/ml stok ¢bzelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden son konsantrasyon 10, 25, 50, 100,
250 ve 500 pg/ml olacak sekilde alinarak hacimleri ImL’ye tamamlandi ve iizerlerine
0,1 mM DPPH c¢ozeltisinden 4 mL ilave edildi. Cozelti karisimi karanlikta oda
sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 517 nm dalga boyunda spektrofotometrik
Ol¢im alindi. Standart olarak; Askorbik asit, BHA ve BHT kullanildi. Elde edilen
absorbans degerleri asagidaki formiil degerine yerlestirilerek inhibisyon yiizdesi (%l)
hesaplandi.

%] = (Akontrol — Aérnek/Akontrol)x100

Akontrol=kontrol tiipliniin (test bilesikleri diginda tiim ayiraglari iceren tiip)
absorbans degerini, A=6rnek ise her bir konsantrasyon i¢in hazirlanan tiipiin absorbans

degerini ifade etmektedir.

3.2.3.11. Istatistiksel analizler

Rastgele secilen drneklerden genellikle her parametre i¢in (¢imlenme ylizdesi,
slirglin boyu, kdk boyu) ayr1 ayri secilerek (n=20) elde edilen verilerin analizi SPSS
Paket programi (20.0) kullanilarak yapildi. Uygulamalar arasindaki farkliliklarin 6nem
derecesini belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizinin Duncan yontemi ile her bir testin

giivenilirlik oran1 %95 (p < 0.05) olarak belirlendi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. NaCl ile olusturulan Stres Kosullarinda Cimlendirilen Balc1 Aspir Cesidinde
Morfolojik Parametreler
4.1.1. Cimlenme, Siirgiin boyu ve kok uzunlugu iizerine etkisi

Balc1 aspir ¢esidinin olgun tohumlarina, farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 75,
150 ve 300 mM NacCl) uygulanan tuz stres faktoriiniin ¢imlenme, siirgiin boyu ve kok
uzunlugu tizerine etkisini belirlemek i¢in, 3 hafta sonra sonunda elde edilen veriler

Cizelge 4.1. de gosterildi.

Cizelge 4.1.Tuz stresi sonrasi ¢imlenme, siirgiin ve kok uzunlugu degisimleri (ortalama + standart sapma)

Uygulamalar Cimlenme Yiizdesi (%) Siirgiin Boyu (cm) Kok Boyu (cm)
Kontrol 100 5.22 £2.05° 1.95+ 1.97°
50 mM NaCl 75 2.38+1.89" 0.51+0.71°
75 mM NaCl 75 1.79+0.95 0.54 +1.11°
150 mM NaCl 30 1.20+0.31° 0.49 + 0.63°
300 mM NacCl S

Rakamlar 20 materyalin ortalamasini gostermektedir. Farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik
onemlidir (p < 0.05)

Kontrol grubundaki kiiltiirler ile kiyaslandiginda NaCl uygulamalarinin
¢imlenme yiizdeleri tizerinde olumsuz etki ettigi goriildii. Kontrol grubunda maksimum
¢imlenme goézlenirken (%100), NaCl’nin artan konsantrasyonuna bagli olarak uygulama
gruplarinin ¢imlenme yiizdelerinde farkli sonuslar alindi. Elde edilen verilere gore
¢imlenme yiizdesinin 150 mM NaCl uygulamasinda %30’a ve 300 mM NaCl
uygulamasinda ise %5’¢e distiigi tespit edildi (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil
4.4. ve Sekil 4.5.).

Farkli oranlarda wuygulanan NaCl’ nin siirgin boyu iizerine etkisi
degerlendirildiginde (Cizelge 4.1) siirgiin uzunlugunun artan tuz konsantrasyonuna
bagli olarak 6nemli diizeyde azaldigi belirlendi. Tuz uygulamalarinda gelisen aspir
fidelerinin siirgiin uzunluklarinda meydana gelen bu azalmanin, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak onemli diizeyde oldugu tespit edildi (p<0.05). Siirgiin uzunlugu
bakimindan uygulama gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, 6zellikle 50 ve 150
mM NaCl uygulamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu saptandi.
Bununla birlikte en yiiksek NaCl uygulamasinda (300 mM) ¢imlenen 1 tohumda sadece

radikula ¢ikisi oldugu icin veri alinamadi.
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Sekil 4.1. Kontrol grubunda kiiltiire alinan aspir ~ Sekil 4.2. 50 mM NaCl igeren besi ortaminda kiiltiire
tohumlarinin 3 haftalik gériiniimii alinan aspir tohumlarinin 3 haftalik goriinimi

U

Sekil 4.3. 75 mM NaCl iceren besi ortaminda Sekil 4.4. 150 mM NaCl igeren besi ortaminda
kiiltire alinan aspir tohumlarmm 3 haftalik grubunda kiiltiire alinan aspir tohumlarinin 3 haftalik
gOriinimii goriniimii

.

Sekil 4.5. 300 mM NaCl igeren besi o

rtaminda kiiltiire alinan apir tohumlarinin 3 haftalik goriintimi

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi, NaCl tuzunun aspir fidelerinin kdk uzunlugu
tizerinde olumsuz etki gosterek Onemli azalmaya sebep oldugu belirlendi (yaklasik

%74). Uygulama gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu azalmanin istatistiksel
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olarak da anlamli oldugu saptandi (p<0.05). Buna karsin NaCl uygulama gruplari kendi
aralarinda karsilastirildiginda (300 mM hari¢) kok uzunluklarinin benzer oldugu ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi tespit edildi.
4.1.2. Yesil aksam taze ve kuru agirlik iizerine etkisi

Farkl1 konsantrasyonlarda (0, 50, 75, 150 ve 300 mM NaCl) uygulanan tuz stres
faktoriiniin yesil aksam taze ve kuru agirlik iizerine etkisini belirlemek igin, kiiltiire

aldiktan 3 hafta sonra elde edilen veriler Cizelge 4.2. de gosterildi.

Cizelge 4.2. Tuz stresi sonrasi yesil aksam taze/kuru agirhik degisimleri (ortalama + standart sapma)

Uygulamalar Taze Agirhik (9) Kuru Agirhik (g)
Kontrol 0.22+0.02% 0.02+0.0042
50 mM NaCl 0.16+0.01° 0.02+0.003?
75 mM NaCl 0.15+0.03" 0.01+0.003%
150 mM NaCl 0.16+0.01° 0.02+0.004°
300 mM NaCl

Farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p < 0.05)

Calismamizda tim NaCl uygulamalarinda gelisen fidelerin, kontrol grubuna
gore yesil aksam taze agirliklarinda 6nemli bir azalma oldugu ve azalmanin istatistiksel
olarak da o6nemli oldugu tespit edildi. Bununla birlikte NaCl uygulamalari kendi
aralarinda karsilastirildiginda gelisen fidelerin yesil aksam taze agirliklarinda 6nemli bir
degisimin olmadig istatistiki olarak anlamsiz oldugu saptandi.

Tuz uygulamalarinin yesil aksam kuru agirlik iizerine etkileri incelendiginde
Cizelge 4.2. de gorildigi gibi hem kontrol grubu hem de kendi aralarinda
karsilastirildiginda anlamli bir azalmanin olmadigi ve meydana gelen degisimlerin

istatistiksel olarak 6nem arz etmedigi tespit edildi.

4.2. NaCl ile olusturulan Stres Kosullarinda Cimlendirilen Balc1 Aspir Cesidinde
Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreler
4.2.1. GSI iizerine etkisi

50, 75, 150 ve 300 mM NaCl ile olusturulan tuzluluk kosullarmim GSI iizerine
etkisini belirlemek i¢in kiiltiire aldiktan 3 hafta sonra uygulama gruplarindan elde edilen

veriler Cizelge 4.3. de gosterildi.
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Cizelge 4.3. Tuz stresi sonras1 yaprak GSI degisimleri (ortalama + standart sapma)

Uygulamalar GSI (%)
Kontrol 89.31+1.005°
50 mM NaCl 87.23+1.038?2
75 mM NaCl 87.32+0.902?2
150 mM NaCl 83.95+1.916"
300 mM NacCl -

Farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p < 0.05)

Tuz stres faktoriiniin  balci aspir fidelerinin GSI iizerine olan etkKisi
incelendiginde; kontrol grubuna gore NaCl konsantrasyonu artisina bagl olarak GSI
oraninda azalma saptandi. Ancak 50 ve 75 mM NaCl uygulama gruplarinda meydana
gelen azalmanimn istatistiki olarak onem arz etmedigi, 150 mM NaCl grubundaki
azalmanin ise kontrol grubuna gore istatistiki olarak 6nemli oldugu tespit edildi. Test
edilen tiim uygulamalar arasinda en diisiik GSI oraninin %83.95 ile 150 mM NacCl
uygulama grubunda kiiltiire alinan aspir fidelerinde meydana geldigi belirlendi.

Tim veriler 15181nda, yiikksek NaCl konsantrasyonlarinin balci aspir ¢esidinde
GSI oraninda azalmaya neden oldugu, diisiik tuz konsantrasyonlarinin ise ¢ok fazla
etkili olmadig belirlendi.

4.2.2. Lipid peroksidasyonu derecesi iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 75, 150 ve 300 mM NaCl) uygulanan tuz
stresinin balc1 aspir ¢esidinin hiicre zarinda meydana getirdigi hasar, lipitlerin
bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan bir iiriin olan MDA’nin miktar1 incelenerek belirlendi.
Tuz uygulamasi sonrasinda tiyobarbitiirik asit testi ile belirlenen MDA igerigine ait

sonuglar Cizelge 4.4. de sunuldu.

Cizelge 4.4. Tuz stresi sonrast MDA igerigindeki degisimler (ortalama + standart sapma)

Uygulamalar MDA (umol g TA)
Kontrol 2.76+0.04¢
50 mM NaCl 3.02+0.02°
75 mM NaCl 3.68+0.05"
150 mM NaCl 4.58+0.05°
300 mM NacCl -

Farkl1 harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p < 0.05)

Cizelge 4.4.°deki sonuclar incelendiginde, NaCl uygulamalarinin MDA
igeriginin artmasina neden oldugu saptandi. Kontrol grubuyla mukayese edildiginde,

NaCl konsantrasyonu arttigina paralel olarak MDA miktarinin da diizenli olarak arttig1



27

goriildic ve MDA artig1 oranlar istatistiki olarak da 6nemli bulundu. 150 mM NacCl
uygulama grubunda MDA miktarinm (4.58 pmol g™) maksimum oranda oldugu ve bu
degerin hem diger NaCl uygulamalar1 hem de kontrol grubundaki degerlerden istatistiki
olarak onemli derecede farkli oldugu tespit edildi.
4.2.3. Prolin icerigi iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 75, 150 ve 300 mM NaCl) uygulanan tuz

stresinin, aspir fidelerinin prolin igerigi tizerine etkisi Cizelge 4.5. de sunuldu.

Cizelge 4.5. Tuz stresi sonrasi prolin miktar degisimleri (ortalama + standart sapma)

Uygulamalar Prolin (mmol g* TA)
Kontrol 0.69+0.01¢
50 mM NaCl 0.94+0.04°
75 mM NaCl 1.33+0.03°
150 mM NaCl 2.18+0.03%
300 mM NaCl

Farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p < 0.05)

NaCl uygulamalarinin tamaminda gelisen fidelerin, prolin igeriklerinde kontrol
grubuna kiyasla artis meydana geldigi tespit edildi. Cizelge 4.5.’de sunulan veriler
1s1¢inda prolin igeriginin; NaCl konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artig gosterdigi
ve meydana gelen bu artigin istatistiki olarak anlamli oldugu goriildii. Ayrica uygulama
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, prolin igerigi bakimindan istatistiki
bakimdan anlamli farkliliklar oldugu, tuzluluk siddetinin artisina bagh olarak prolin
iceriginin de arttifi belirlendi. En diisiik NaCl uygulamast olan 50 mM
konsantrasyonunda prolin miktarindaki artis (0.94 mmol g™) kontrole gére anlaml
seviyede (p < 0.05 ) farklilik gosterdi. Kontrol grubuna gore oldukga yiiksek bulunan
prolin miktar1 ise 2.18 mmol g ile 150 mM NaCl uygulama grubunda belirlendi.

4.2.4. H,0; icerigi iizerine etkisi
Farkl1 konsantrasyonlarda (0, 50, 75, 150 ve 300 mM NaCl) uygulanan tuz stresi
sonrast aspir fidelerinde H,O, igeriginde meydana gelen degisimler Cizelge 4.6. da

sunuldu.
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Cizelge 4.6. Tuz stresi sonrast H,0, icerigi degisimleri (ortalama + standart sapma)

Uygulamalar H,0, (umol g TA)
Kontrol 14.55+0.69°
50 mM NaCl 17.81£1.04°
75 mM NaCl 34.03+0.87°
150 mM NaCl 25.66+1.10°
300 mM NaCl -

Farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik nemlidir (p < 0.05)

NaCl tuz stresi uygulamalarmin tamaminda gelisen fidelerin, H,O;
iceriklerindeki degisim incelendi ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda genel olarak tiim
gruplarda (50, 75, 150 ve 300 mM NaCl) H,0; igeriginin anlamli (p < 0.05) bir artis
gosterdigi saptandi (Cizelge 4.6.). Tuz uygulamalar arasinda en yiiksek H,O; igerigi
34.03 pmol g™ ile 75 mM NaCl konsantrasyonunda gelisen aspir fidelerinde elde
edilirken, en diisik H,O, iceriginin ise 17.81 umol g™ ile 50 mM NaClI uygulamasinda
oldugu ve bu degerlerin kontrol grubundan oldukga yiiksek oldugu belirlendi.

4.2.5. Toplam fenolik ve flavonoit miktar iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 75, 150 ve 300 mM NacCl) uygulanan tuz stresi

sonrast aspir fidelerinde, toplam fenolik ve flavonoit miktarinda meydana gelen

degisimlere ait veriler Cizelge 4.7. de sunuldu.

Cizelge 4.7. Tuz stresi sonrasi toplam fenolik ve flavonoit miktar1 (ortalama + standart sapma)
Toplam Fenolik icerigi ~ Toplam Flavonoit icerigi

Uygulamalar (ng GAE/mg ekstre) (ng QEs/mg ekstre)
Kontrol 150.0 +0.04? 206.0 +0.05%
50 mM NaCl 122.0 +0.10° 170.0 +0.06"
75 mM NaCl 100.5 + 0.05¢ 119.5 +0.01¢
150 mM NacCl 114.0 +0.05° 123.5 +0.01°
300 mM NaCl - -

Farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p < 0.05)

Tuz stresi uygulamalarinda gelisen aspir fidelerinin, fenolik madde
iceriklerindeki degisimler incelendiginde genel olarak tiim gruplarda (50, 75, 150 ve
300 mM NacCl) kontrol grubuna gore azalma oldugu saptandi (Cizelge 4.7.). Aspir
fidelerinin fenolik madde igeriklerindeki s6z konusu bu azalma hem kontrol grubundan
hemde uygulama gruplari arasinda istatistiki olarak onemli seviyede farkli (p < 0.05)
oldugu belirlendi. Fenolik madde igerigindeki azalma en fazla 100.5 mikrogram ile 75

mM NaCl konsantrasyonunda gelisen aspir fidelerinde, en diisiik azalma ise 122.0
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mikro gram ile 50 mM NaCl konsantrasyonunda gelisen aspir fidelerinde goriildi. Bu
degerler kontrol grubunda gelisen aspir fidelerinde 150.0 mikro gram olan fenolik
iceriginden 6nemli seviyede diisiik bulundu.

Cizelge 4.7.°de gorildugi gibi, uygulanan tuz stresinin flavonoit madde
icerigindeki degisim incelendiginde de genel olarak tiim konsantrasyonlarda (0, 50, 75,
150 ve 300 mM NACI) fenolik madde igerigindeki degisimlere benzer sekilde kontrole
gore azaldigi belirlendi. Flavonoit miktarinin uygulanan NaCl konstrasyonuna gére hem
kontrol grubundan hemde kendi aralarinda O6nemli seviyede farkliliklar gosterdigi
saptandi (p < 0.05). Kontrol grubunda 206.0 mikrogram olan flavonoit madde
igeriginin, 75 mM NaCl konsantrasyonunda gelisen aspir fidelerinde 119.5 mikro grama
diistiigii goriildii.

4.2.6. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi iizerine etkisi

Farkl1 tuz konsantrasyonlar1 uygulanan aspir fidelerinden elde edilen ekstrelerin
DPPH serbest radikali giderim aktiviteleri alt1 farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100,
250, 500 pg ml'l) test edildi. Ekstreler pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit,
BHT ve BHA’ ya gore karsilastirilarak veriler Cizelge 4.8.”de gosterildi.

Cizelge 4.8. Aspir fideleri ve pozitif kontrollerin DPPH serbest radikali giderim aktiviteleri (ortalama +
standart sapma)

Konsantrasyon Kontrol 5,(3';2:'\(' 7;;2:'}/' 1E’>\(I)arg:\/l Aslgts)it[bik BHT BHA
10 pgml? 239+0.41  8.68+0.56  10.39+0.79 18.03+2.48 17.33+3.63 6.4+0.56 11.16£1.70
25 g mi* 12.22+0.36 29.25+1.74 41.66+1.95 69.57+3.61 82.07+1.04 21.76+0.54 42.08+1.41
50 pugml?! 2421+0.34 49.97+0.42 72.93+0.68 87.44+1.57 92.84+0.06 26.57+1.83 69.69+0.88
100 pg mi* 48.62+1.48 80.19+0.55 87.34+1.19 89.4+0.95 92.92+0.11 54.5+0.66 83.35+1.11
250 ng mi* 73.74+2.59 89.7140.79 89.24+0.18 90.02+0.67 93.12+0.06 71.1+0.24 85.6+1.87
500 pg mi™* 88.48+0.29 90.43+0.06 89.68+0.06 91.32+0.07 93.12+0.06 84.31+0.93 87.32+0.07

Rakamlar 5 materyalin ortalamasini gostermektedir.

Tuzluluk stresine maruz birakilan aspir fidelerinin, DPPH serbest radikali
giderim aktivitelerinin genel olarak NaCl uygulama grubuna ve konsantrasyona goére
farkliklar gosterdigi saptandi. Cizelge 4.8.’de goriildiigii gibi, kontrol ve NaCl
uygulama gruplarinin tamaminda konsantrasyon (10, 25, 50, 100, 250, 500 pg ml™)
arttikca antioksidan aktivitenin de diizenli olarak arttig1 belirlendi. Bununla birlikte tiim
test gruplar1 arasinda en yiiksek DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, %91.32
inhibisyon degeri ile 150 mM NaCI uygulamasinin 500 pg ml™ konsantrasyonunda elde

edildi. Ayrica 75 mM NaCl uygulamasinin 250 ve 500 pug ml™ konsantrasyonunda
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sirasiyla %89.24 ve %89.68 inhibisyon degerleri ile ayn1 konsantrasyonlardaki 50 mM
NaCl uygulamasindan daha diisiik aktivite gosterdigi belirlendi.

m Kontrol m50mM Nacl m75mM Nacl m 150 mM NacCl m Askorbik asit mBHT mBHA

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10 -

DPPH Radikali Giderim Aktivitesi (%)

10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml

Sekil 4.6. Aspir fideleri ve pozitif kontrollerin DPPH serbest radikali giderim aktiviteleri

Test gruplar pozitif kontroller ile karsilastirildiginda, 150 mM NaCl uygulanan
aspir fidelerinin tiim konsantrasyonlarda BHT ve BHA’dan daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriildi. 75 mM NaCl uygulamasinin BHT’den tiim
konsantrasyonlarda, BHA'dan ise 50, 100, 250 ve 500 pg ml™ konsantrasyonlarda daha
yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi. 50 mM NaCl uygulamasinin yine pozitif kontrol
olan BHT’den tiim konsantrasyonlarda, BHA'dan da 250 ve 500 pg ml™
konsantrasyonlarda daha yiiksek aktivite sahip oldugu saptandi. Ayrica 150 mM NaCl
uygulanan aspir fidelerinin 10 ug ml™ konsantrasyonunda askorbik asitten daha yiiksek

antioksidan aktivite gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.6.).
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Onemli gevresel stres faktdrlerinden biri olan tuzluluk, bitkilerin biiyiimesini ve
gelismesini olumsuz yonde etkiler. Bitkilerin bu elverigsiz sartlara karsi gelistirdikleri
adaptasyon sekilleri genotipe gore degismektedir. Bununla birlikte tuz stresine verilen
yanitlar bitkinin gelisim donemlerine gére farkli seviyelerde olabilmektedir. Ozellikle
bitki yasaminin ilk ve en 6nemli sathalarindan olan ¢imlenme, tuz stresi gibi ¢evresel
stres faktorlerinden biiyiikk oranda etkilenir (Culha 2011; Bina ve Bostani, 2017).
Bitkilerde gelisimin ilk evresi olan c¢imlenme asamasinda, stres etkilerinin ve
yanitlarinin incelenmesi bitkilerin tuzluluga karsi tolerans seviyelerini belirlemede
Oonemli bir agama olarak kabul edilir. Bu nedenle bu ¢alismada, balci aspir ¢esidinin
cimlenmesine farkli NaCl konsantrasyonlarinin etkisi incelenerek degerlendirildi.

Cimlenme, tohumda su alimiyla baslayan ve radikula ¢ikisiyla sonuglanan
fizyolojik bir olaydir. Tuz stresine maruz kalan bitkilerde ¢imlenmenin azaldigi, bitki
cikisinin  gecikerek diizensiz oldugu ve dolayisiyla bitki veriminin diistigi
vurgulanmigtir (Toprak ve Tunctiitk 2018). Tuz stresi, yetersiz su alimina, iyon
toksisitesine, metabolik aktivitede engellemelere, enzim inhibisyonuna, biiylimede
dengesizliklere yol agarak tohumlarin ¢imlenmesini biiyiik oranda engeller (Amor ve
ark., 2005; Khan ve ark., 2006; Leblebici ve Isik 2018). Aspir bitkisinde de artan tuz
konsantrasyonlarinda c¢imlenme yiizdesinin azaldi§i bazi1 arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Francois ve Berstein 1964; Culha ve Cakirlar 2011). Literatiirle uyumlu
olarak balci aspir ¢esidi ile ilgili yaptigimiz bu caligmada, artan konsantrasyondaki
NaCl uygulamasinin ¢imlenme yiizdesini olumsuz etkiledigi belirlendi. Bazi
arastiricilar, diisik tuz uygulamalarinda tohumlarda yiiksek ¢imlenme ylizdesi
gozlendigini ve bu degerlerin kontrol grubu ile ayni veya biraz diisiik oldugunu
belirtmistir (Guan ve ark., 2009; Culha 2011). Siddiqi ve ark. (2007) aspir bitkisi ile
yaptiklari calismada tuz toleransini anlamak i¢in tohumlarin maksimum c¢imlenme
gosterdikleri uygulamalardan daha yiiksek tuz konsantrasyonlarina maruz kalmalar
gerektigini vurgulamiglardir. Yaptigimiz ¢alismada kontrol grubunda tohumlarin
%100°1, 50 ve 75 mM NaCl uygulama gruplarinda ise %75°1 ¢imlendi. 150 mM NaCl
uygulamasinda %30’a diisen ¢imlenme oraninin, en yiiksek tuz uygulamasi olan 300
mM da ise %5’e diistiigii saptandi. Calismamizi destekler nitelikte Echi ve ark. (2013),
tuzluluk kosullarinin aspir tohumunun ¢imlenmesinde belirgin bir azalmaya neden
oldugunu ve yiiksek tuz seviyelerinde (210 mg 1" NaCI) ¢imlenmenin kontrol grubuna

kiyasla oldukga diistiigiinii belirtmislerdir.
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Tuz stresinin bitkiler iizerinde meydana getirdigi etkiler bitki metabolizmasini
bozabilmekte ve biliylimede azalma ile sonuglanabilmektedir. Tuz stresinin bitkinin
govde uzunlugunu azalttigin1 bildiren birgok g¢alisma bulunmaktadir (Perica ve ark.
2008; Shafi ve ark. 2009; Culha 2011). Yaptigimiz calismada artan NaCl miktarina
bagli olarak balct aspir fidelerinin siirgiin uzamasinda kontrol grubuna gore anlaml
diizeyde azalma oldugu belirlendi. Bununla birlikte NaCl stresinin kdk uzunlugunu
azalttig1 ve en uzun kokiin 1.95 cm ile kontrol grubunda, en kisa kokiin ise 0.49 cm ile
150 mM NaCl uygulamasindan elde edildigi belirlendi. Calismamizla paralel sekilde
aspirde tuz stresinin bitki boyunu, kék boyunu, tiim biiyiime ve verim parametrelerini
azalttigini bildiren bir¢ok ¢aligsma bildirilmistir (Kaya ve ark 2003; Sadeghi 2011; Culha
ve Cakirlar 2011; Aymen ve ark. 2012; Harrathi ve ark. 2012; Echi ve ark. 2013; Erdal
ve Cakirlar, 2014; Bahadorkhah ve Kazameini 2014; Zhang ve ark. 2015; Alasvandyari
ve Mahdavi 2017; Toprak ve Tungtiirk 2018). Bitki boyu ve kok uzunlugunda meydana
gelen azalmanin, osmotik basing farkliliklarindan, yapraklarda Na* birikiminden ve
hiicre ¢ogalmasinda inhibisyondan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Munns ve
Tester, 2008; Alasvandyari ve Mahdavi 2017; Bina ve bostani 2017).

NaCl stres faktorii diger morfolojik parametrelerde oldugu gibi taze ve kuru
agirhik degerlerinde de diislise sebep olmaktadir. Calismamizda test edilen NaCl
uygulamalarinda aspir fidelerinin taze agirliginin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
azaldig1 kuru agirligin ise degismedigi belirlendi. Aspir ile yapilan bazi ¢alismalarda
siirglin taze ve kuru agirhiginda artan NaCl miktarina bagli olarak azalma meydana
geldigi rapor edilmistir (Siddiqi ve ark., 2007; Culha ve cakirlar 2011; Aymen ve ark.
2012; Harrathi ve ark. 2012; Zhang ve ark. 2015; Toprak ve Tungtiirk 2018). Tuz
stresinin, dokularda su igeriginin, klorofil ve karotenoid miktarinin azalmasina sebep
oldugu, fotosentez aktivitesinin inhibisyona ugramasina ve sonug olarak bitkide agirlik
kaybina yol agtig1 diisiiniilmektedir (Sairam ve ark. 2002).

Tuz stresinin bitkilerde sebep oldugu ilk hasarin su eksikligi ile kendini
gosterdigi bildirilmistir. Kiiltiir ortaminda tuz seviyesindeki artis suyun osmotik
potansiyelini diisiirerek kokiin su almasini zorlastirir ve bitkide su eksikligine neden
olur (Sairam ve Srivastava, 2002). Fizyolojik kuraklik olarak da tanimlanan bu olay
sonucunda ¢esitli metabolik diizensizlikler ve biiyiime hizinda azalma meydana gelir
(Richards, 1954; Levitt, 1980). Siddiqi ve Ashraf (2008) ile Alasvandyari ve Mahdavi
(2017), aspir gesitleri ile yaptiklar1 ¢alismada, tuz stresinin su ile ilgili parametreleri ve

yaprak su igerigini azalttigin1 (oransal su igerigi, su potansiyeli ve osmotik potansiyel
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gibi) rapor etmislerdir. Bu ¢aligsmalarla benzer sekilde yaptigimiz ¢aligmada, artan NaCl
konsantrasyonuna bagli olarak aspir fidelerinin GSI oraninda azalma meydana geldigi
belirlendi. Diisiik NaCl uygulamalarinda (50 ve 75 mM) GSI oraninda kontrole gore
meydana gelen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ancak %83.95 ile 150
mM NaCl uygulamasindaki azalmanin kontrol grubuna gore istatistiki olarak 6nemli
oldugu tespit edildi. Culha (2011) 3 farkli aspir cesidi ile ilgili yaptig1 caligsmada, artan
tuz stresine bagl olarak su igeriginin (oransal ve GSI) azaldigmni bildirmistir. Ayrica
farkli bitki tlirlerinde yapilan bir ¢ok calisma da benzer sonuglar rapor edilmistir
(Tipirdamaz ve Cakirlar, 1990; Cigek ve Cakirlar, 2002; Morant-Manceau ve ark.,
2004; Silva ve ark., 2010).

Tuz stresi altinda aktif oksijen tiirleri coklu doymamis yag asitleri ile reaksiyona
girerek lipid peroksil radikallerin olugmasina neden olmaktadir. Ortaya ¢ikan bu
radikaller membran organizasyonu ve biitiinliigiiniin bozulmasina yol acar (Smirnoof,
1995; Elkahoiu ve ark., 2005; Sreenivasulu ve ark. 1999 Radi¢ ve ark., 2006). Hiicre
zarmda bulunan lipidlerin perokside olmasi sonucunda, reaksiyon iiriinii olarak MDA
meydana gelmektedir (Ohkawa ve ark., 1979). Calismamizda NaCl stresinin aspir
fidelerinde meydana getirdigi zararin anlasilmasi amaci ile yesil aksam dokularindaki
MDA igerikleri incelendi. Sonug¢ olarak artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak
MDA igeriginin arttig1 tespit edildi. Kontrol grubuna gére MDA igeriginde meydana
gelen artis, tuz stresinin lipid peroksidasyonuna neden oldugunu gostermektedir. Farkli
aspir ¢esitleriyle yapilan ¢alismalarda sonuglarimizla paralel sekilde tuz stresinin MDA
miktarinda artisa sebep oldugu bildirilmistir (Culha 2011; Erdal ve Cakirlar 2014;
Alasvandyari ve Mahdavi 2017; Kazemeini ve ark. 2017). Ayrica farkl bitki tiirlerinde,
yaptigimiz ¢alismanin bulgularin1 destekler nitelikte; Salah ve ark. (2011) yonca
bitkisinde, Demiral ve Tiirkan (2004) ile Orcan (2017) geltikte, Carrasco-Rios ve Pinto
(2014) misirda, Zhang ve ark. (2013) bugday bitkisinde, oOzellikle yiiksek tuz
konsantrasyonlarinin MDA miktarinda artisa sebep oldugunu rapor etmislerdir.

Bitkiler tuz stres faktoriine karsi koyabilmek icin diisiik molekiil agirlikli
osmolitleri yiiksek miktarda biriktirmektedirler. Bu ozmolitlerden biri olan prolin
miktarinin, stres altindaki bitkilerde arttigin1 rapor eden bir¢cok c¢alisma mevcuttur
(Silveira ve ark., 2003; Morant-Manceau ve ark., 2004; Ashraf ve Orooj, 2006;
Eyidogan ve Oz, 2007; Cigek ve Cakirlar, 2008; Silva Ortega ve ark., 2008). Balc1 aspir
cesidi ile ilgili yaptigimiz ¢alismada da tuz stresine bagli olarak ortaya ¢ikan osmotik

stresin, prolin miktarinda artisa neden oldugu belirlendi. Farkli aspir cesitlerinde
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calismamizdaki bulgular1 destekler nitelikte stresin siddetinin artisina bagli olarak prolin
iceriginin de arttigini bildiren calismalar rapor edilmistir (Erdal ve Cakirlar 2014;
Alasvandyari ve Mahdavi 2017; Kazemeini ve ark. 2017).

Tuz stresi altindaki bitkilerde H,O, miktarinda meydana gelen artisin, lipid
peroksidasyonuna yol agtigi ve membran yapisinin bozuldugu belirtilmektedir
(Mandhania ve ark., 2006). Yaptigimiz ¢alismada artan NaCl konsantrasyonu ile birlikte
H,0, miktarinda 6nemli bir artis tespit edildi. Meydana gelen bu artmanin tiim NaCl
uygulamalarinda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi.
Culha (2011) 3 farkli aspir ¢esidi ile ilgili yaptig1 calismada, NaCl miktar1 artik¢a
oksidatif stresin indiiklenmesi sonucu, H,O, miktarinin da arttigini rapor etmistir.
Arastirict artan NaCl stresinin lipid peroksidasyonu ile birlikte iyon sizint1 oraninin da
arttigin1 ve bu durumda H,O;’nin sinyal molekiilii olarak degil toksik bir molekiil olarak
davrandigint bildirmistir. Chaparzadeh ve ark. (2004) Calendula officinalis bitkisinin
tuz stresi altinda yapraklarindaki H,O, igeriginde kontrol gruplarina gore artig oldugunu
belirlemistir. Arastiricilar H,O, seviyesinin farkli enzim aktiviteleri ile etkilesimi
sonucu bitkinin tuz stresine karsi tolerans kazanmasinda ve biiyiimeyi diizenlemesinde
onemli role sahip oldugunu bildirmistir.

Genellikle meyve ve sebzelerin yapisinda bulunan ve kuvvetli antioksidan
aktiviteye sahip olan fenolik bilesikler; fenolik asitler ve flavonoitler olarak iki gruba
ayrilirlar (Cemeroglu, 2004; Davies, 2000; Tozoglu, 2011). Yapilan son calismalarda
aspir bitkisinin de fenolik bilesikler bakimindan olduk¢a zengin oldugu belirtilmistir
(Roh ve ark., 2004; Ozdemir ve ark., 2011; Isler, 2014; Caliskan ve ark. 2017). Tarla
kosullarinda yetistirdigi aspirin tohum, yaprak ve ¢icek ekstrelerinin toplam fenol ve
flavonoit madde miktarini arastiran Kusoglu (2015) , en yiiksek fenolik madde igerigini
276 mg ml™ ile yaprak ekstresinde, toplam flavonoit madde igerigini ise ¢igek (92.9 mg
ml™) ve yaprak ekstresinde (97,41 mg ml™) elde ettigini bildirmistir. Yu ve ark. (2013)
aspir tohumlarinin, toplam fenolik madde igeriginin 126,0 mg GAE/g flavonoit madde
igerigini ise 62,2 mg QE/g oldugunu bildirmislerdir. Balc1 aspir ¢esidi ile ilgili
yaptigimiz bu ¢alismada, kontrol grubunda 150.0 mikrogram olan fenolik madde
igeriginin NaCl stresi uygulamalarinda azalarak 100.5 mikrograma (75 mM NaCl)
diistiigi belirlendi. Ayrica kontrol grubunda 206.0 mikrogram olan flavonoit madde
iceriginin, 75 mM NaCl konsantrasyonunda gelisen aspir fidelerinde 119.5 mikrograma
distiigii goriildii. Calismamizda buldugumuz bu sonuclarla benzer sekilde tuz stresi

altinda bitkilerde toplam flavonoit ve fenolik igeriginin 6nemli Olglide azaldigini
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bildiren ¢aligmalar mevcuttur. Khalid ve da Silva (2010) Calendula officinalis
bitkisinde NaCl, CaCl, ve MgCl, tuzlarinin toplam flavonoit ve karotenoid igerigini,
Yuan ve ark. (2010) turpta NaCl'nin toplam fenolik icerigini belirgin sekilde azalttigini,
benzer sekilde, Bourgou ve ark. (2010) Nigella sativa bitkisinde NaCl uygulamalarinin
toplam fenolik igerigi azaltigini bildirmislerdir.

Kusoglu (2015) aspirin tohum, yaprak ve cicek ekstrelerinin DPPH serbest
radikali giderim aktivitesini incelemis ve en yilksek aktivitenin %96 ile cicek
ekstresinde elde edildigini ve bu degerin standart olarak kullanilan askorbik asit ve
trolokstan yiiksek bulundugunu bildirmistir. Arastirict ayrica yaprak ekstresinin DPPH
radikali giderme aktivitesini %89, yag ekstresinin ise %87 buldugunu rapor etmistir.
Balc1 aspir ¢esidi ile yaptigimiz DPPH radikali giderme aktivitesi tayininde; pozitif
kontrol olarak BHT, BHA ve Askorbik asit kullanildi. Kontrol ve NaCl uygulama
gruplarin tamaminda konsantrasyon (10, 25, 50, 100, 250, 500 pug ml™) arttik¢a
antioksidan aktivitenin de diizenli olarak arttig1 belirlendi. Tiim test gruplar1 arasinda en
yiiksek DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, %91.32 inhibisyon degeri ile 150 mM
NaClI uygulamasinda olup pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve BHA’dan yiiksek
bulundu. Calismamizi destekler nitelikte Pehlivan Karakas (2016) tuz stresi altinda
¢imlendirdigi bugday cesitlerinde DPPH serbest radikali giderim aktivitesini incelemis
ve en 1yi antioksidan aktivitenin tuz stresi altindaki gesitlerde oldugunu belirlemistir.
Ayni sekilde Oueslati ve ark. (2010) Mentha pulegium L. bitkisinin farkli tuz
konsantrasyonlarindaki antioksidan aktivitesini incelemis ve 100 mM NaCl'deki
yapraklarin kontrol ile karsilagtirildiginda daha yiiksek DPPH aktivitesine sahip

oldugunu bildirmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Balc1 aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢esidinin ¢imlenmesi {izerine farkli NaCl

konsantrasyonlarinin etkisi ile ilgili in vitro ortamda yapilan ilk ¢alisma olan bu

arastirmadan elde edilen sonug ve Oneriler asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

1.

Yiizey sterilizasyonu yapilan aspir tohumlar1 farkli konsantrasyonlarda (0, 50,
75, 150, 300 mM) NaCl igeren 1/4 MS besi ortaminda kiiltiire alinarak biiyiime
odasinda ¢imlenmeye birakildi. 3 haftalik kiiltiir periyodu sonunda artan NaCl
uygulamasinin balci aspir ¢esidinin ¢imlenme yiizdeleri iizerinde olumsuz etki
ettigi, kontrol grubunda %100 olan ¢imlenme yiizdesinin, 150 mM NacCl
uygulamasinda %30’a ve 300 mM uygulamasinda ise %5’e distiigi tespit edildi.
Farkli konsantrasyonlardaki NaCl tuz uygulamalarinda gelisen aspir fidelerinin
slirglin uzunluklarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar meydana geldigi
(p<0.05) belirlendi. Siirgiin uzunlugu bakimindan uygulama gruplari kendi
aralarinda karsilastirildiginda, ozellikle 50 ve 150 mM NaCl uygulamalari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu, en yiiksek NaCl
uygulamasinda ise (300 mM) gelisme olmadigi gorildii. Kok uzunlugu
bakimindan ise NaCl’nin siirgiin uzunlugunda oldugu gibi olumsuz etki gosterek
yaklasik %74’liikk azalmaya sebep oldugu saptandi. Sonuclar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde uygulama gruplarimin kontrole gore farklilik gosterdigi
kendi aralarinda ise benzer oldugu tespit edildi.

NaCl uygulamalarinin, fidelerin yesil aksam taze agirliklarinda azalmaya neden
oldugu ve bu azalmanin kontrol grubuna gore anlamli, uygulama gruplar
arasinda ise anlamlilik gostermedigi tespit edildi. Tuz stresinin fidelerin yesil
aksam kuru agirliklarinda istatistiki olarak anlam ifade eden bir azalmaya neden
olmadig belirlendi.

Tuz stresinin aspir fidelerinin GSI oraninda azalmaya neden oldugu, bu
azalmalarin yiiksek NaCl konsantrasyonunda (150 mM) istatistiksel olarak
anlamli oldugu, diisik NaCl konsantrasyonlarinda (50 ve 75 mM) ise
istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi.

Hiicre zarinin yikimi sonucu olusan ve lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan
MDA igeriginin, NaCl konsantrasyonu artisiyla paralel olarak diizenli bir sekilde
arttig1 belirlendi. En yiiksek MDA igeriginin 4.58 umol g degeri ile 150 mM

NaCl konsantrasyonunda oldugu ve bu degerin hem diger NaCl uygulamalari
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hem de kontrol grubundaki degerlerden istatistiki olarak 6nemli derecede farkli
oldugu tespit edildi.

Artan NaCl konsantrasyonuna paralel olarak fidelerin prolin igeriklerinde artis
oldugu ve bu artisin kontrole gore istatistiksel olarak 6nem arz ettigi belirlendi.
En yiiksek prolin miktar1 2.18 mmol g™ ile 150 mM NaCl konsantrasyonunda
belirlenerek bunun kontrole gore oldukga yiiksek oldugu saptandi.

NaCl uygulamalarinin, fidelerin H,O, iceriginde artisa neden oldugu ve bu
artiglarin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. NaCl
uygulamalar1 arasinda en yiiksek H,0; igerigi 34.03 umol g* ile 75 mM NaCl
konsantrasyonunda gelisen aspir fidelerinden elde edildi.

Tuz stresinin, aspir fidelerinin toplam fenolik madde igeriklerinde azalisa neden
oldugu ve bu azalislarin kontrole gore istatistiksel olarak onemli oldugu tespit
edildi. Fenolik madde icerigindeki azalma en fazla 100.5 mikrogram ile 75 mM
NaCl konsantrasyonunda gelisen aspir fidelerinde meydana geldi.

Aspir fidelerinin toplam flavonoit madde igeriklerinin uygulanan NaCl
konstrasyonuna gore farklilik gostermekle beraber genel olarak kontrol
grubundan diisiik oldugu saptandi. Kontrol grubunda 206.0 mikrogram olan
flavonoit madde igeriginin, 75 mM NaCl konsantrasyonunda gelisen aspir
fidelerinde 119.5 mikrograma diistiigii gorildii.

Tuz stresine maruz birakilan aspir fidelerinin, DPPH serbest radikali giderim
aktivitelerinin kontrol ve NaCl uygulama gruplarinin tamaminda konsantrasyon
arttik¢a antioksidan aktivitenin de diizenli olarak arttig1 tespit edildi. En yiiksek
DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, %91.32 inhibisyon degeri ile 150 mM
NaCI uygulamasmnin 500 pg ml™ konsantrasyonunda elde edildi. Test gruplari
pozitif kontroller ile karsilastirildiginda, 150 mM NaCl uygulanan aspir
fidelerinin BHT ve BHAdan tiim konsantrasyonlarda, askorbik asitten ise 10 ug

ulls konsantrasyonunda daha ytiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edildi.
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