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Bu ¢aligmada Savrun 1spanak (Spinacea oleracea L.) ¢esidinde tuz, agir metal, kuraklik
ve kireg stresine dayaniklik mekanizmasi arastirilmistir. Bu amagla kontrollii kosullarda
iklim dobinda yetistirilen, 5-6 yaprakli fideler dort hafta siiresince tuz (75, 150 ve 225
mM NaCl), agir metal (%0,2 FeCl;, NiCl, ve ZnCl,), kurak (%50) ve kire¢ (%0,2
CaCOg3) stres uygulamalarina maruz brrakilmustir. Calisma sonucunda Savrun ispanak
cesidinde klorofil a, b, toplam klorofil ve karotenoit, B-karoten ve likopen icerigi kuraklik
ve CaCQgs stres uygulamalarinda artig gostermistir. Toplam ¢6ziiniir protein ve GuPX tiim
stres uygulamalarinda, prolin NiCl,, 75 ve 150 mM NaCl uygulamalarinda yiiksektir.
APX aktivitesi 75 mM NaCl ve ZnCl,; CAT 150 mM NaCl ve kuraklik hari¢ diger stres
uygulamalarda; SOD aktivitesi ise kuraklik, CaCOz; ve 225 mM NaCl stres
uygulamalarinda yiiksek bulunmustur. MDA igerigi ise FeCls hari¢ diger uygulamalarda
diisiik ve H,0, ise 225 mM NaCl ve kuraklik uygulamasinda diisiik diger uygulamalarda
yiiksektir. Sonu¢ olarak Savrun ispanak cesidinin CaCOj; ve kuraklik uygulamalarina
toleransi yiiksek, 225 mM NaCl, ZnCl, ve FeCl; uygulamalarina ise duyarligi yiitksek
bulunmustur. Cesidin NiCl, ve 75 mM NaCl uygulamalarina ise orta derecede toleransl
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte strese tolerans parametreleri oldukga
degiskenlik gostermistir.
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In this study were investigated that resistance to salinity, heavy metals, drought and
calcerous stress in Savrun (Spinacea oleracea L.) spinach. For this aim, 5-6 leafed
seedlings were exposed to NaCl (75, 150 and 225 mM); heavy metals (Fe, Ni and Zn 0.2
mg/L), drought (50%) and 0.2% CaCOs applications for four weeks half-weekly which
plants grown under controlled conditions. Depends on result chlorophyll a, chlorophyll b,
total cclorophyll, carotenoids, B-caroten and lycopen increased in drought and CaCOs
treatments. Total soluble protein and GuPX activity were found higher in all stress
treatments, proline content increased in NiCl,, 75 ve 150 mM NaCl treatments. While
APX activity was higher in 75 mM NaCl and ZnCl,; CAT was higher in 150 mM NaCl
and others stres treatments except drought. SOD activity were noted higher in drought,
CaCO; and 225 mM NaCl stresses groups. MDA content was lower in all treatments
except FeClz and, H,O, were lower in 225 mM NaCl and drought while it was higher in
others. As a result, it was found that tolerance of Savrun spinach is higher to CaCO3 and
drought but sensitivity of it is higher to 225 mM NaCl, ZnCl, and FeClz. Also it was
determined that Savrun genotype is moderate tolerance to NiCl, and 75 Mm NacCl.
However parameters of tolerance to stress that treated on spinach seedling showed
variability in Savrun spinach.
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Giris

Ispanak, kislik sebzeler igerisinde tiiketiciler
tarafindan en ¢ok tercih edilen ve yetistiriciligi yapilan
sebzelerin basinda 1spanak yer almaktadir. Cesitli
mineraller, vitaminler, antioksidan 6zellikle karoten,
likopen ve zeaksantin gibi pigmentler ve lif agisindan
olduk¢a zengin bir sebzedir (Bergquist ve ark., 2007;
Kansal ve ark., 1981). Tiirkiye’de 1spanak {iretim miktari
yilda 225,343 ton olup, kisi basmna 2,7 kg ispanak
tiiketilmektedir (TUIK, 2010). Ispanak yetistiriciliginde
iklim sartlart onemli rol oynar. Serin iklim sebzesi oldugu
i¢in soguklara genellikle dayanikli olmakla beraber, cesit
ozelligine bagli olarak {izeri karla kapli olmadig:
durumlarda soguktan =zarar goriirler. Ispanak biitiin
topraklarda kolaylikla yetistirilebilir, ancak topragin asitli
olmast tiretimi olumsuz yonde etkiler. Kaliteli iiriin elde
etmek i¢in toprak pH’smin 6,5-7,5 arasinda olmasi istenir.
Topraktaki mineral madde ve organik madde miktar1 da
yetistiriciligin bagaris1 agisindan onemlidir. Bu nedenle
birim alandan kaliteli yiiksek verim elde etmek igin iklim
sartlar1, toprak ozellikleri ve ayrica gevresel degisimlere,
kirag ve verimsiz toprak sartlarina dayanikli cesitlerin
segilmesi  1spanak yetistiriciliginde  6nemli  yer
tutmaktadir.

Bilindigi gibi hem dogal hem de tarimsal kosullar
altinda bitkiler, yasamlar1 siiresince es ya da farkh
zamanlarda kuraklik, tuzluluk, asir1 sulama, topragin
kimyasal ve fiziksel ozelliklerinin bozulmasi, mineral
eksikligi, agir metal kirliligi, yiiksek/ diisiik sicaklik gibi
stres faktorii ile karsilagabilmektedir (Mutlu ve ark.,
2016). Son yillarda yapilan calismalarda, Diinya ve
Tiirkiye topraklarinda mikro besin elementleriyle ilgili
yaygin beslenme problemlerinin  oldugu, Tiirkiye
topraklarmm %27’sinde demir noksanlign gortldigi
(Eylipoglu ve ark., 1998) bildirilmektedir. Olumsuz ¢evre
kosullar1 bitkilerde biiyiime ve gelismeyi engelleyerek
verim ve kaliteyi azaltmaktadir. Ispanakta tiiketilen kisim
yaprak oldugu igin yaprak oOzellikleri biyilk 6nem
tasimaktadir (Briemer, 1982; Berquist, 2007). Yaprak
ozellikleri ve yapragin kimyasal kompozisyonu cesitlere
gore degismekle birlikte topragin mineral igerigi, toprak
pH’s1, kuraklik, tuzluluk, agir metal kirliligi gibi ¢evresel
faktorlerden ve hasat Oncesi ve sonrasi kosullardan
o6nemli olgiide etkilenmektedir (Elia ve ark., 1999; Toledo
ve ark., 2003; Turfan ve ark., 2016). Yapilan ¢aligmalarda
stres kosullarinda bitkilerde fotosentetik pigmentler,
prolin, glisin, betain, ve protein gibi azotlu bilesiklerin,
toplam ¢ozlinlir sekerler, toplam fenolik bilesikler,
flavonoitler, PB-karoten ve likopen gibi nonenzimatik
antioksidanlarin ve askorbat peroksidaz, guaiakol
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve siiperoksit
dismutaz gibi enzimatik antioksidanlarin degistigi ve
ayrica toleransl tiirlerde s6z konusu bilesiklerin duyarl
tiirlere oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Koca ve
ark., 2007; Smirnoff, 2005). Diinyada enerji ve protein
gereksinimi bakimindan 800 milyon insanin yetersiz
beslenmesine karsin, 2 milyara yakin insan “gizli aglik”
olarak isimlendirilen ve yetersiz seviyede mikro element
(demir, ¢inko, selenyum ve bor vb.) ve vitamin noksanlig
¢ekmektedir (Cakmak, 2002;Welch, 2002). Bu nedenle
bitkisel iretimde verimi ve kaliteyi artirmak
gerekmektedir. Bunun da yolu stres kosullarina dayanikli

tiir ve gesitlerin belirlenmesinden ge¢cmektedir.

Bu calismada savrun ispanak c¢esidinde farkli tuz
konsantrasyonlar1 (75, 150 ve 225 mM NaCl), agir metal
(FeClz, NiCl,ve ZnCly), kuraklik ve CaCOj; stres
uygulamalarinin yapraklarda fotosentetik pigmentler, B-
karoten, likopen, prolin, toplam protein miktarlar1 ve
antioksidant enzimlerden katalaz, askorbat peroksidaz,
guaiakol peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzim
aktiviteleri lizerine etkileri incelenmis ve ¢esidin bu stres
uygulamalarina tolerans durumu belirlenmeye
calistlmusgtir.

Materyal ve Metot

Aragtirmada Savrun c¢esidi (Spinaceae oleraceae L.)
kullanilmigtir.  Savrun ¢esidi, 1spanak mildiydsiine ve
disiik sicakliklara dayanikli, orta derecede dik, kisa sapli,
koyu vyesil renkte biiylk ve etli yapraklara sahip,
kirllganliga, uzun mesafeye, nakliyeye ve bozulmadan
beklemeye mukavemeti yiiksek bir gesittir. Tohumlar
%?5’lik sodyum hipoklorat ile 10 dk sterilize edilmis ve
daha sonra igerisinde steril toprak karisimi (%40 torf,
%40 toprak, %10 kum, %10 mil) igeren 3 L hacmindeki
plastik saksilara ekilmistir. Tohumlar iklim dolabinda
kontrollii kosullarda (2542°C) ¢imlenmeye birakilmistir.
Dort hafta sonra fideler 4-5 yaprakli sathada iken 75, 150
ve 225 mM NaCl, %0,2 FeCl;, %0,2 NiCl,, %0,2 ZnCl,,
%0,2 CaCOs ve %50 kurak (145 ml) stres uygulamalarma
baglanmigtir. Deneme her uygulama i¢in 3 tekrarlamali ve
her tekrarlamada 3 bitki olacak sekilde kurulmustur.
Uygulamalar haftada iki kez olmak {iizere dort hafta
stiresince gerceklestirilmistir. Tuz, agir metal ve kireg
uygulamalarinda fidanlar ¢esme suyu igerisinde farkli
dozlarda ¢ozindirilmis tuz (75, 150 ve 225 mM NaCl),
agir metal (2 mg/L FeCl3, NiCl2 ve ZnCl2) ve kire¢ (2
g/L CaCQO;) soliisyonlar1 ile sulanmigtir. %50 kurak
uygulamasinda ¢esme suyu kullanilmis olup, su eksikligi
toprak su  kapasitesine goére 125 ml olarak
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu fideler ise sadece
cesme suyu ile sulanmistir. Besinci haftada tam gelismis
diizgiin yapraklardan alinan orneklerde fotosentetik
pigment, prolin, toplam ¢ozliniir protein, lipit
peroksidasyonu  (malondialdehit)  miktarlar, H,O,
konsantrasyonu ve katalaz (CAT), askorbat peroksidaz
(APX), siiperoksit dismutaz (SOD) ve guaicol peroksidaz
(GuPX) aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

Klorofil miktarmin belirlenmesi i¢in 0,5 gr taze
yaprak dokusu sivi azot icerisinde iyice ezilmis ve tizerine
4°C’de %80’lik aseton ¢ozeltisinden 5 ml ilave edilerek
homojenize edilmistir. Homojenat 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve alman stipernatantin
spektrofotometrede 450, 645, 663 nm’de Olglimleri {ii¢
tekrarli  yapilmistir.  Toplam  klorofil  miktarinin
belirlenmesinde  Arnon  denklemi  (Arnon,  1949)
kullanilmig karotenoid miktar ise Jaspars formiiliine gore
belirlenmistir (Witham ve ark., 1971).

Klorofil a = 12,7 x A663-2,69 x A645

Klorofil b = 22,9 x A647-4,68 x A663

Klorofil a+b = 20,2 x A645+8,02 x A663

Karotenoid = (4,07 x A450-(0,0435 x Klorofil a
+0,367 x Klorofil b)
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Karoten ve likopen miktar1 Nagata ve Tamashita
(1992) methoduna gore yapilmistir. 100 mg 6rnek 10 ml
aseton-hekzan (92:3) karnisimmnda 1 dk homojenize
edilmis ve siiziilmistiir. Stziintiiniin 453, 505 ve 663
nmde absorbansi kaydedilmistir. 3-Karoten ve Likopen
miktarmin ~ hesaplanmasinda  asagidaki  formiiller
kullanilmustir.

mg B-Karoten/100 mg=0,0458 x A663 +0,372 A505 —
0.0806 x A453

mg Likopen/100 mg=0,216 x A663 — 0,304xA505 +
0,452 x A453

Yaprak orneklerindeki prolin miktar1 Bates ve ark.
(1973), protein miktar1 Bradford (1976), Lipid
peroksidasyonu (MDA) Lutts ve ark. (1996) ve H,0,
ekstraksiyonu Velikova ve ark. (2000) tarafindan
kullanilan ~ yontemlere gore belirlenmistir.  Enzim
ekstraktlarm hazirlanmas1 amaciyla tohumlardan 0,5 g
alimmig, ornek icinde 0,1 mM Na-EDTA bulunan 50
mM’lik (pH 7,6) fosfat tampon c¢dozeltisi ile (5 ml)
homojenize edilmistir. Homojenize edilen érnekler 15 dk
stire ile 15000 g ve +4°C’de santriflij edildikten sonra,
elde edilen siipernatantta enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir
(SOD, APX, GuPX ve CAT). Askorbat peroksidaz
aktivitesi (APX) spektrofotometrik olarak Nakano ve
Asada (1981) tarafindan uygulanan yonteme gore 290
nm’de (E = 2,8 mM cm™) askorbatin oksidasyon hizi
oOlgiilerek, katalaz aktivitesi (CAT) spektrofotometrik
olarak Bergmeyer (1974) tarafindan uygulanan ydnteme
gore, siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ise
Cakmak (2002) tarafindan uygulanan ydnteme gore,
guaiakol peroksidaz enzim (GuPX) aktivitesi ise modifiye
yonteme (Chance ve Maehley, 1995)°e gore
belirlenmistir.

Verilerin Jstatiksel Analizi

Calisma sonucunda elde edilen verilerin istatistiki
analizleri SPSS 20 programi kullanilarak %95 giiven
araliginda ANOVA ve Tukey testlerine gore yapilmistir.

Bulgular

Tuz (75, 150, 225 mM NaCl) agir metal (%0,2 FeCls,
NiCly, ZnCly), kire¢ (%0,2 CaCOs;) ve kurak (%50)
uygulamalarinin  Savrun 1spanak c¢esidinde klorofil a,
klorofil b, toplam klorofil, karotenoit, B-karoten, likopen,
prolin, toplam ¢dziiniir protein miktari, hidrojen peroksit
(H,0,) konsnatrasyonu, lipit peroksidasyonu seviyesi
(malondialdehit-MDA), askorbat peroksidaz (APX),
guaiakol peroksidaz (GuPX), katalaz (CAT) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktivitelerine iliskin veriler Tablo
1 ve Tablo 3’te verilmistir. Uygulamalarmn fotosentetik
pigment, B-karoten, likopen, prolin, toplam c¢oziiniir
protein, hidrojen peroksit (H,O,) miktar, lipit
peroksidasyonu seviyesi (malondialdehit-MDA), askorbat
peroksidaz (APX), guaiakol proksidaz (GuPX), katalaz
(CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerine
etkileri, uygulamanin ¢esidi ve konsantrasyonuna bagl
olarak farklilik sergilemistir (Tablo 1, Tablo 3).

Bulgulara gore ve %0,2 CaCO; ve %50 kuraklik
uygulamalar1 klorofil a (kI a), klorofil b (kI b), toplam
klorofil ve karotenoit miktarini kontrol ve diger uygulama
gruplarma gore artirmistir (P<0,05, Tablo 2). Bununla
birlikte %0,2 NiCl, ve 75 mM NaCl uygulamalar1 da ki a,
%0,2 NiCl; ise toplam karotenoit miktarinda kismi bir
yiikselise neden olmustur. 150 mM tuz, %0,2 ZnCl, ve
225 mM tuz uygulamalar1 kl a, kI b, toplam klorofil ve
karotenoit igeriklerini istatiksel olarak onemli olglide
diistirmiistiir (P<0,05, Tablo 1). %0,2 FeCl; ve 75 mM tuz
uygulamalart pigment miktarinda azalmaya neden
olmustur ancak istatiksel 6nemi yoktur.

Uygulamalarm B-karoten ve likopen miktarlar izerine
etkileri klorofil pigmentlerine benzer sekilde olmustur. -
karoten miktar1 %50 kurak (%5,84) ve %0,2 CaCOs’ta
(%2,42) kontrole gore artis gosterirken, 150 (%38,3) ve
225 mM NaCl (%34,11) ile %0,2 ZnCl, (%32,71)
uygulamalarinda azalmistir (Tablo 1).

Tuz, agir metal, kire¢ ve kuraklik uygulamalar1 toplam
¢ozlinlir protein miktarini artirmistir. Kontrole goére en
yiiksek protein artigi sirasiyla %50 kuraklikta %74,21,
%0,2 CaCOs’ta %53,85,150 mM NaCl’da %50,87, %0,2
ZnCl2°de %26,33, %0,2 NiCly’de %16,76 ve 75 mM
NaCl’de ise %15,56’dir (P<0,05, Tablo 2). Prolin miktar
en ¢ok %0,2 NiCl, (%7,9) ve 75 Mm NaCl’de (%4,9) en
yiiksek, %0,2 CaCO3; (%50,46) ve %0,2 ZnCl;, (%29,52)
uygulamalarinda en diisiiktiir (P<0,05, Tablo 2). Kuraklik,
FeCls, 225 ve 150 mM NaCl uygulamalarinda kontrole
gore prolin miktar degisimi istatiksel olarak onemsizdir
(Tablo 2).

Malondialdehit konsantrasyonu (MDA) sadece %0,2
FeCl; uygulamasinda kontrole gore artis gostermistir
ancak bu miktarin istatiksel 6nemi yoktur. Kontrole gore
en diisik MDA sirasiyla %0,2 NiCl, (%78,76), %0,2
ZnCl, (%77,97), 225 mM (%69.38) ve 75 mM NaCl’de
(%54,6) saptanmistir (P<0,05, Tablo 2). Hidrojen peroksit
(H,0O,) konsantrasyonu 225 mM NaCl (%46) ve %50
kuraklik uygulamasinda H,0, igerigi kontrole gore
azalmig, diger uygulamalarda artis gostermistir. H,O,,
%0,2 FeCly’de kontrole gore 2 kat, %0,2 NiCly’de
%68,45 ve %0,2 ZnCly’de ise %56,52 daha yiiksek
bulunmustur (P<0,05, Tablo 2).

APX aktivitesi, 75 mM NaCl %42,44 ve %50 kuraklik
uygulamasinda ise %35,51 oraninda kontrole gore daha
diisiik bulunmustur. Enzim aktivitesi FeCls (%92), CaCOs
(%89,7), kuraklik (%74,2), NiCl, (%55,89) ve 150 Mm
NaCl’de (%52,53) en yiiksek degerdedir (P<0,05, Tablo
3). CAT aktivitesi, %50 kuraklik ve 150 mM NaCl
uygulamalarinda diisiiktiir ancak enzim aktivitesindeki
azaligin istatiksel onemi yoktur. Kontrole gore en yiiksek
enzim aktivitesi sirasiyla FeCly (%27,6), ZnCl, (%19,3),
NiCl, (%15,4) ve 225 mM NaCl (%11,25)te
kaydedilmistir (P<0,05, Tablo 3).

GuPX aktivitesi kontrole gore tiim uygulama
gruplarinda yiiksektir. Ozellikle de FeCl; (%85,4), NiCl,
(%83,2), ZnCl, (%75), 75 mM NaCl (%55,8) ve 225 mM
NaC’de (%43,9) enzim aktivitesi maksimum seviyededir
(P<0,05). SOD aktivitesi kuraklik, CaCO3z ve 150 Mm
NaCl uygulamalarinda diisiiktiir. Kontrole gore en yiiksek
SOD aktivitesi 75 mM NaCl ve ZnCl, uygulamalarinda
belirlenmistir ancak istatiksel olarak onemsizdir (Tablo
3).
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Tablo 1 Tuz (75,150 ve 225 mM), agir metal (FeCls, NiCl, ve ZnCl,), CaCO; ve kuraklik uygulanmig Savrun ispanak
¢esidinde klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, toplam karotenoit, B-karoten ve likopen miktar degisimleri (P<0,05).

Uygulama Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil ~ Toplam Karotenoit [-karoten Likopen
Gruplari mag/g ma/g mag/g mg/ mg/g mg/g

Kontrol 25,1640,04"  19,40+0,08° 17,23+0,07° 14,36+0,15° 1,28+0,001%  0,90+0,001°
75 mM 26,3440,02°  18,76+0,06" 16,67+0,05° 13,77+0,02° 1,10+0,008  0,98+0,010°
150 mM 12,2340,06% 8,17+0,05° 7,27+0,05° 8,13+0,01° 0,79+0,020°  0,44+0,003°
225 mM 21,90+0,02°  15,21+0,03° 13,52+0,03° 12,02+0,01° 0,84+0,003"  0,80+0,001°
FeCl, 24,8440,04°  17,52+0,06" 15,57+0,05° 13,39+0,08° 1,28+0,002*  0,93+0,001°
NiCl, 26,42+0,04°  19,40+0,06° 17,23+0,05° 14,38+0,02° 1,07+0,004°  1,00+0,001°
ZnCl, 18,79+0,03°  14,06+0,02° 12,49+0,02° 10,500,03° 0,86+0,002°  0,72+0,001°
CaCOs 33,49+0,20° 27,830,079 24,70+0,06° 17,460,04" 1,31£0,003%  1,19+0,00"
Kuraklik 31,0740,04"  24,98+0,06 22,18+0,06' 16,49+0,06° 1,35+0,002°  1,27+0,001"

*; Aynt siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P<0,05).

Tablo 2 Tuz (75,150 ve 225 mM), agir metal (FeCls, NiCl, ve ZnCl,), CaCO; ve kuraklik uygulanmig Savrun ispanak
¢esidinde prolin, toplam ¢oziiniir protein, malondialdehit ve hidrojen peroksit miktar degisimleri

UG Protein mg/g Prolin pmol/g MDA pmol/g H,0O, umol/g
Kontrol 4,89+0,05% 350,97+1,30° 39,35+0,001° 61,46+0,001°
75 mM 5,65+0,13° 368,00+0,30" 17,87+0,001¢ 72,67+0,001°
150 mM 7,37+0,08" 352,69+0,17° 27,80+0,005° 80,89+0,005°
225 mM 5,56+0,11° 323,61+0,30° 12,05+0,001° 33,1940,004%
FeCl, 5,41+0,05° 325,33+0,17° 40,37+0,001 133,45+0,001"
NiCl, 5,71+0,08" 379,71+0,46° 8,36+0,001° 106,4140,030°
ZnCl, 6,17+0,08° 247,37+0,46° 8,67+0,001° 96,190,004
CaCOs 7,52+0,10° 173,88+0,30° 32,69+0,006" 103,53+0,001°
Kuraklik 8,51+0,26° 315,17+0,46° 27,59+0,001° 56,33+0,001°

UG: Uygulama Gruplari, *: Aym siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P<0,05)

Tablo 3 Tuz (75,150 ve 225 mM), agir metal (FeCls, NiCl, ve ZnCl,), CaCOj3; ve kuraklik uygulanmig Savrun i1spanak
cesidinde askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), guaiakol peroksidaz (GuPX) ve siiperoksit dismutaz (SOD)

aktivite degisimleri (EU/mg Protein)

UG APX CAT GuPX SOD
Kontrol 0,514+0,001¢ 0,643+0,0001° 0,483+0,002° 119,03+0,01°
75 mM 0,300+0,0022 0,654+0,0001° 0,753+0,001° 123,80+0,01¢
150 mM 0,785+0,001° 0,631+0,0001° 0,635+0,001° 120,1940,02°
225 mM 0,623+0,001° 0,7160,0003° 0,695+0,002° 118,16+0,03°
FeCly 0,988+0,001" 0,821+0,0002° 0,896+0,001¢ 119,94+0,02°
NiCl, 0,817+0,001" 0,742+0,0002° 0,886+0,002¢ 119,40+0,08°
ZnCl, 0,486+0,002° 0,767+0,0002° 0,846+0,002 120,63+0,04°
CaCO; 0,976+0,002" 0,700+0,0003° 0,627+0,001° 115,85+0,05°
Kuraklik 0,8960,002° 0,597+0,0003? 0,567+0,002° 115,57+0,06

UG: Uygulama Gruplar1 *: Aym siitunda ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P<0,05).

Tartisma

Savrun 1spanak cesidinde yapilan calismada tuz, agir
metal, kireg ve kurak uygulamalarinin fotosentetik
pigmentler, B-karoten ve likopen, prolin, toplam ¢dziiniir
protein, lipit peroksidasyonu seviyesi, hidrojen peroksit
konsantrasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerinin
degisimine dnemli seviyede etki ettigi saptanmistir.

Stres altindaki bitkilerde klorofil a, klorofil b, toplam
klorofil ve karotenoitler olarak gruplandirilan fotosentetik
pigment miktarlar1 tiire, stresin gesidi, siiresi, bitkinin
yasam  dongilisii  igerisindeki  sathasina,  stresin
konsantrasyonu gibi faktorlere bagli olarak degismektedir.
Aragstiricilar  bu  degisimin  klorofil biyosentezi ve
sentezden sorumlu enzimlerin inhibisyonu, kloroplast zar
biitiinligiiniin bozulmasi sonucu pigmentlerin
degradasyonu ve diger metabolik faaliyetlerin
aksamasmdan kaynaklandigin1 bildirmektedirler (Foyer
ve Shigeoka, 2011; Hortensteiner, 2006; Lutts ve ark.,

1996; Halliwell, 1987; Dhindsa ve ark., 1981).
Karotenoitler yapraklarda klorofille birlikte bulunan,
fotosentezde dolayli olarak is goren, antioksidant 6zellige
sahip molekiillerdir (Keyvan, 2010; Smirnoff, 2005;
Nagata ve Yamashita, 1992).

Uygulamalar, Savrun 1spanak c¢esidinde pigment
miktarlarin1 konsantrasyona ve stres tipine bagli olarak
farkliliklara neden olmustur. CaCOz; ve kuraklik
uygulamasinda klorofil a, b, toplam klorofil ve karotenoit
miktar1 kontrol ve diger stres uygulama gruplarma gore
yiiksektir. Ayrica NiCl, ve 75 mM NaCl uygulamalar1 kl
a miktarinda ¢ok az bir artisa neden olmustur (Tablo 1).
Pigment miktarinin en fazla azalig gosterdigi uygulamalar
sirastyla 150 mM NaCl, ZnCl,, 225 mM tuz ve FeCl;
uygulamalaridir. B-karoten ve likopen miktarlar1 iizerine
etkileri  klorofil  pigmentlerine  benzer  sekilde
sonuclanmistir. Kuraklik ve CaCOj; uygulamalarinda f-
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karoten ve likopen en yiliksek degerde bulunmustur.
Pigmentlerin uygulamalardan etkilenme derecesi sirastyla
150 mM, ZnCl,, 225mM NaCl, FeCl; ve 75 mM NaCl
olarak  saptanmugtir. Likopen  igeriginin  stres
uygulamalarindan, B-karotene gore daha az etkilendigi
belirlenmigtir. B-karotenin uygulamalardan etkilenme
derecesi 150 ve 225 mM NaCl, ZnCl,, NiCl; ve 75 mM
NaCl; likopenin etkilenme derecesi ise 150 mM NaCl,
ZnCl, ve 225 mM NaCl uygulamalar1 seklinde olmustur.

Savrun 1spanak g¢esidinde CaCOz; ve kuraklikta
pigmentlerin artis gostermesi, 1spanagin kire¢ ve kurak
stresine dayanikli olmasiyla iligkilendirilmistir. Smirnoff
(2005), Tirkan ve ark. (2004), Mittova ve ark. (2002),
Cornic ve Fresneasu (2002) toleransh tiirlerde pigment
igeriginin duyarli olanlara goére daha yiiksek oldugunu
bildirmistir. Tuz ve agir metallerin pigmentlere etkisi
olumsuz olmustur. Kurnaz (2016), Zheng ve ark. (2011),
Zengin ve Munzuroglu (2006), Cakmak (2002),
Hernandez ve ark. (1995) mineral yetersizligi, kuraklik,
tuz, 151k, sicaklik ve kirlilik gibi stres faktorlerinin bitkiler
tizerindeki etkilerinin  spesifik oldugu gibi, baz
semptomlarm benzer oldugunu bildirmektedir. Zengin ve
Munzuroglu (2006) aygiceginde, Cicek ve Cakirlar (2002)
musirda, Oncel ve Keles (2002) bugdayda tuz stresinin,
Diiriist ve ark. (2004) ¢amda, Zengin ve Munzuroglu
(2005) fasulyede, Stobart ve ark. (1985) Ni, Cu, Cd, Fe ve
Hg gibi agir metallerin, Zheng ve ark. (2011) Lysimachia
minoricensis bitkisinde kurakligimn, klorofil biyosentezi ve
sentezden sorumlu enzimlerin inhibisyonu, kloroplast zar
biitiinliigiiniin bozulmasi sonucu ve serbest radikallerin
pigmentleri parcalanmasi (Hernandez ve ark. 1995;
Dhinsa ve ark., 1981) gibi olaylarin pigment igeriginde
azalmalara neden oldugunu ifade etmislerdir.

Tuz, kuraklik, metal toksisitesi, mineral eksikligi ve
toprak karakteristikleri gibi faktorler bitkilerde niikleik
asit metabolizmasini etkileyerek protein metabolizmasini
degistirmektedir. Bu kosullarda protein parcalanmasi
sonucu hiicrelerde aminoasitler, amitler ve ¢esitli
metabolitler asir1 derecede birikerek, bitkilerde tasinma
olaylarin1 ve enzim aktivitelerini de engellemektedir
(Kurnaz ve ark., 2016; Parida ve ark., 2004; Cornic ve
Fresneau, 2002).

Stres kosullarinda  protein igeriginin  artmasi,
antioksidant  enzimlerin  uyarilmasi  sonucu  stres
proteinlerinin sentezlenmis olmasindan

kaynaklanmaktadir. Bu proteinler, hiicrelerin sitoplazmik
akigskanlig1 ve ozmotik diizenlemesini koruyarak ve ayrica
azot kaynagi olusturarak tiirlerin savunma mekanizmasini
artirmakta buna mukabil ayni proteinlerin miktarmin
azalmasi durumunda ise genotipin duyarhiligmin
artmasina neden olmaktadir (Yildiz ve Terzi, 2008; Zhen
ve Wang, 1989). Ispanak yapraklarinin protein igerigi tiim
uygulama gruplarinda kontrole goére artmistir (Tablo 2).
Ozellikle de kuraklik, CaCO3, 150 mM NaCl ve ZnCl,
uygulamalarinda protein degeri en yiiksek seviyededir.
Uygulamalarin protein igerigine etkisi sirastyla kuraklik,
CaCOs, 150 mM NaCl, ZnCl,, NiCl,, 75 ve 225 mM
NaCl ve FeCl; seklinde olmustur. Calismada toplam
¢Ozlinlir protein miktarinin artmasinda Savrun 1spanak
¢esidinin  dayanikli  bir  genotip  olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Zira stres faktorlerinin bitkilerde protein
icerigine etkisinin belirlenmesine yonelik calismalarda
tolerant tiirlerde protein miktarinin yiiksek oldugu

saptanmigtir. Lamhamdi ve ark. (2013) kursun
uygulanmis 1spanaklarda protein igeriginin yiikseldigini,
El-Enany (1997), Dubey ve Rani (1989) tuzlulukta
protein sentezinin arttigmi; Aksu ve Yildiz (2004), Kog
ve ark. (2012) g¢inkonun biberde protein igerigini
artirdigmi bildirmislerdir. Wang ve ark. (2010) soya
fidelerinin kok hiicrelerinde, farkli biiyiime evrelerinde ve
cigeklenme ve bakla doldurma doénemlerinde ¢oziinebilir
seker ve serbest aminoasit igeriginin kurakliga tolerant
cesitlerde  maksimuma  ulastigimi  ancak  duyarh
genotiplerde ise azaldigin1 ve Manivasagaperumal ve ark.
(2011)’de, Cyamopsis tetragonoloba (L.) Taub’da
uygulanan disiik Zn konsantrasyonlarinda proteinin
iceriginin yiiksek oldugunu, Zn diizeyindeki artisa bagh
olarak ise protein miktarinda azalma oldugunu tespit
etmislerdir.

Stres kosullarinda miktar1 artan bir diger bilesik
prolindir. Bu nedenle arastiricilar, bitkilerde prolin
birikimi ve strese tolerans arasinda pozitif iligki oldugunu,
prolinin hiicre i¢i ozmotik dengenin saglanmasi,
radikallerin temizlenmesi, membran biitiinliigii, protein ve
DNA yapisinin korunmasi, kullanilabilir azot birikimi
gibi biyolojik olaylarda 6nemli rol oynadigini ve yarica
tolerant  tiirlerde daha fazla prolin  biriktigini
bildirmektedirler (Keyvan, 2010; Koca ve ark., 2007).
Ispanakta NiCly, 75 ve 150 mM NaCl’de prolin miktar
kismi bir artig goriilmiistir. CaCO3; ve ZnCl, ise prolin
miktarin1 ¢ok diigiirmiistiir (Tablo 2). Sultana ve ark.
(2016) bitki  biiyiime diizenleyicileri uygulanmis
1spanaklarda prolin miktarmm diistiigiinii; Lamhamdi ve
ark. (2013) kursun uygulanmis 1spanaklarda prolin
miktarmin azaldigini bildirmislerdir. Prolin miktarindaki
azalmanin, protein miktarmm yiiksek olmasindan ve

ayrica uygulamalarin prolin sentezini  baskilamig
olmasindan kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir.
Arastiricilar  bitki  dokularinda  protein  miktarinin

korundugu kosullarda prolin kullanimimin arttigini ve bu
nedenle de hiicrelerde prolin iceriginin diistigiini
bildirmislerdir (Kim ve ark., 2004; Galston ve ark.,1999;
Dubey,1994).

Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonunun son
iriintidiir. Hiicrelerde yiiksek seviyede MDA birikimi,
hiicre diizeyinde stres faktorlerinin neden oldugu asirt
lipid peroksidasyonunu gostermektedir (Tiirkan ve ark.,
2004; McDonald ve Archbold, 1998; Lutts ve ark., 1996).
Ispanak yapraklarinda MDA igerigi sadece FeCls’te
yiiksek bulunmustur. Diger uygulamalarda MDA oldukga
diisiik degerlerdedir. Uygulamalarin MDA igerigine etkisi
sirastyla NiCl,, ZnCl,, 225 mM, 75 mM NaCl, kuraklik,
150 mM NaCl ve CaCOj; uygulamalari seklinde olmustur
(Tablo 2). MDA verileri Savrun 1spanak ¢esidinin oldukc¢a
tolerant bir g¢esit oldugunu gostermektedir. Ciinki
arastiricilar, MDA kendi basina c¢ok giiclii bir radikal
iiretici bilesik oldugunu, bitki hiicre ve dokularinda MDA
miktar1 diisiik ise o tiiriin etkili bir radikal temizleme
mekanizmast oldugunu ve ayni zamanda toleransinin
yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Yildiz ve Terzi, 2008;
Zengin ve Munzuroglu, 2006). Nitekim Terzi ve ark.
(2010) kuraklik kosullarinda tolerant tiirlerde MDA
miktarinin ¢ok diisikk oldugunu; Perez ve ark. (2009),
Shalata ve ark. (2001) tuzlu kosullarda tolerant tiirlerde
MDA miktarmin duyarli olanlara oranla daha disiik
oldugunu saptamislardir. MDA konsantrasyonunun FeCl;
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uygulamasinda artmasinda ise membranlarin zarar
gormesi ve bu uygulamada olduk¢a yiiksek H,0,
iceriginden  kaynaklanmig  olabilecegi  sonucuna
varilmistir.

Hidrojen  peroksit (H,0,;), metabolik vyollarla
olusabilen, diisiik konsantrasyonlari strese dayanim ya da
savunma ile ilgili genlerin uyarilmasinda, savunma
cevaplarinin  olusmasinda rol oynayan, yiiksek
konsantrasyonlari membran lipitlerinin de dahil oldugu
biyomolekiillere hasar vererek oskidatif stresin ve
dolayisiyla da ROS olusumuna neden olan bir bilesiktir
(Cruz ve ark., 2013; Bolwell ve ark., 2002; Velikova ve
ark., 2000; Halliwell, 1987). Calismada FeCl;, NiCL, ve
CaCOs; stres uygulamalarinda H,O, en yiiksek, 225 mM
NaCl ve kuraklik uygulamalarinda ise en diisiikk degerde
bulunmustur. Analiz sonuglarina gore Savrun 1spanak
gesidi 75 ve 225 mM NaCl, kuraklik, ZnCl,, NiCl,
uygulamalarina tolerans, FeCl; ve CaCOj; uygulamalarma
ise duyarlilik gdstermistir. Kavas ve ark. (2013), kuraklik
kosullarinda kavun fidelerinde H,O; igeriginin azaldigimi,
Burzynski ve Klobus (2004) agir metallerin H,O,
icerigini konsantrasyona bagli olarak degistirdigini
gozlemlemislerdir. Vinod ve ark. (2012), Singh ve Malik
(2011)  yiksek  konsantrasyonlarda agir  metal
uygulamalarinin H,O; icerigini artirdigimi bildirmislerdir.

Biyotik ve abiyotik stres bitki hiicrelerinde birgok
karisik savunma mekanizmasii harekete gecirmektedir.
Savunmada biyokimyasal mekanizmalarda askorbat
peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (GuPX), katalaz
(CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan
molekiiller gérev almaktadir (Kavas ve ark., 2013; Foyer
ve Shigeoka, 2011; Koca ve ark., 2007). Ispanakta APX
aktivitesi, 75 mM NaCl ve ZnCl, uygulamasinda diisiik,
diger uygulamalarda yiiksek bulunmustur. APX aktivitesi
en yiiksek FeCls, CaCOj;, %50 kurak, NiCl, ve 150 mM
NaCl uygulamalarinda saptanmistir (Tablo 3). GUPX, tim
uygulama gruplarinda kontrole goére artis gostermistir.
GuPX aktivitesi FeCl;, ZnCl,, NiCl, ve 225 mM NacCl
uygulamalarinda diger uygulamalara gére daha yiiksek
bulunmustur (Tablo 3). CAT aktivitesi %50 kurak ve 150
mM NaCl uygulamalarinda diisiiktiir, ancak enzim
aktivitesindeki bu azalisin istatiksel 6nemi yoktur. CAT
aktivitesi de FeCls, NiCl,, ZnCl,, 75 ve 225 mM NacCl
uygulamalarinda  olduk¢a  yiiksektir  (Tablo  3).
Uygulamalarda SOD aktivitesi, kuraklik, CaCO3; ve 225
mM NaCl uygulamalarinda en diisiik, 75 mM NaCl,
ZnCl, ve 225 mM NaCl uygulamalarinda en yiiksektir
(Tablo 3). Enzim aktivite verilerine gore 1spanakta her ii¢
enzim aktivitesi FeCl; ve NiCl, uygulamalarinda
yiiksektir.75 mM NaCl ve ZnCl,’de CAT, GuPX ve SOD
aktivitesi ve 225 mM NaCl ve CaCOj’te APX, CAT ve
GuPX ve kuraklik uygulamasinda ise APX ve GuPX
aktiviteleri yiiksektir. Enzim aktivite bulgulari, stres
kosullarinda enzim aktivite degisimlerini arastiran
arastiricilarin bulgulariyla ortiismektedir. Birgok arastiric
kuraklik, tuz, agir metal toksisitesi, mineral stresi, 1s1k,
sicaklik, topragin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin
bozulmasi gibi abiotik stres faktorlerinin CAT, SOD,
GuPX, GR ve APX gibi enzim aktivitelerini bitkilerin
genetik yapilarma bagli olarak degisim gosterdiklerini
ifade etmislerdir (Prasad ve ark., 2014; Mittova ve ark.,
2002). Yine Kog ve ark. (2012) biberde Zn, Doganlar ve
ark. (2012) lemnada Ni, Oidaire ve ark. (2000) ¢eltikte tuz

uygulamalarinin APX aktivitesini artirdigini; Shalata ve
ark. (2001), tuz stresinin CAT aktivitesini artirdigini,
Polesskaya ve ark. (2006) ise bu CAT aktivitesinin tuzlu
kosullarda diistiigiinti; Lee ve Lee (2000) tuzlulugun
SOD; Shalata ve ark. (2001) ve Dogan ve ark., (2010)
tolerant tiirlerde SOD aktivitesinin tuzlu kosullarda
duyarli olanlara gore yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica agr metal uygulamalarmm bugdayda CAT
aktivitesini artirdigi (Ergiin ve ark., 2011), agir metal
uygulamalarinin  1spanakta APX, SOD ve POD
aktivitesini artirirken CAT aktivitesini diigiirdiigii (Pandey
ve ark., 2009; Pandey ve Pathak, 2006), Cu, Ni ve Zn
uygulanmis sahil ayrigi bitkisinde SOD aktivitesinin her
lic metal uygulamasinda yiiksek, CAT aktivitesinin ise Zn
ve Cu uygulamalarinda yiiksek oldugu (Rastgoo ve ark.,
2014) belirlenmistir.

Sonug

Calisma sonucunda, Spinacea oleacea L. Savrun
1spanak ¢esidinde, klorofil a, b, toplam klorofil ve
karotenoit CaCO; ve kuraklik, B-karoten kuraklik ve
CaCO; toplam ¢oziiniir protein tim stres uygulama
gruplarinda, prolin NiCl,, 75 ve 150 mM NaCl; APX
aktivitesi 75 mM NaCl ve ZnCl,, CAT 150 mM NaCl ve
kuraklik hari¢ diger uygulamalarda; GuPX tiim uygulama
gruplarinda; SOD aktivitesi ise kuraklik, CaCO;3; ve 225
NaCl uygulamalarinda yiiksek bulunmustur. MDA
konsantrasyonu FeCl; hari¢ diger uygulamalarda diisiik,
H,0; ise 225 mM NaCl ve kuraklik uygulamasinda diisiik
diger uygulamalarda yiiksek oldugu anlagilmistir. Tiim
veriler géz 6niinde bulunduruldugunda ise Savrun 1spanak
cesidi CaCOj kuraklik ve NiCl, uygulamalarina
toleransli, 225 mM NaCl, ZnCl, ve FeCl; uygulamalarina
ise duyarli ve 75 mM tuz uygulamasina ise orta derecede
toleransli bulunmustur. Toleransin belirlenmesinde APX,
CAT, GuPX ve SOD enzimlerin uyarici etkisi yaninda
fotosentetik pigmentler, karoten ve likopenler, protein,
MDA  miktarlart da pozitif yonde antioksidant
aktivitelerini etkileyerek Savrun ispanak c¢esidinde kireg,
kuraklik ve nikel uygulamalarina strese karsi tolerans
artirici etki yapmustir.
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