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Bu ¢alismada, in vitro kosullarda kiiltiire alinan Buttum (Pistacia khinjuk Stocks) bitkisine ait olgun tohumlar
farkli tuz (NaCl) parametrelerine (0, 50, 100, 150, 200, 250 mM) tabi tutulmustur. Farkli NaCl konsantrasyonlarini
iceren ve hormonsuz MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortaminda ¢imlendirilen tohumlar, 4 hafta boyunca tuz
stresine maruz birakilmistir. Kiiltiir sonunda elde edilen fidelerin kdk ve yapraklarinda bulunan ¢o6ziiniir
karbonhidrat degerleri (Glukoz ve Fruktoz) ile yapraklarinda bulunan peroksidaz enzim (POD) aktiviteleri
arastirilmistir. Inceleme sonucunda artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak hem ¢oziiniir karbonhidrat
degerlerinde, hem de POD aktivitelerinde pozitif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Pistacia khinjuk Stocks, tuz stresi, POD, glukoz, fruktoz.

The Effects of Salt Stress on Antioxidant Peroxydase Activity and Soluble
Sugar Values of Pistacia khinjuk Stocks Raised in vitro

ABSTRACT

In this study, mature seeds of Buttum (Pistacia khinjuk Stocks) cultured in vitro conditions were exposed to
different salt (NaCl) parameters (0, 50, 100, 150, 200, 250 mM). The seeds germinated in hormone-free MS
(Murashige and Skoog, 1962) medium containing different concentrations of NaCl were exposed to salt stress for
4 weeks. The soluble carbohydrate values (Glucose and Fructose) found in the roots and leaves and peroxidase
enzyme (POD) activities in leaves of the seedlings obtained at the end of culture were investigated. As a result of
the investigation, it was determined that there is a positive correlation between soluble carbohydrate values and
POD activities due to the increased NaCl concentration.

Key words: Pistacia khinjuk Stocks, salt stress, POD, glucose, fructose
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tonik, afrodizyak, diiiretik, antiseptik, antihipertansif, 6zellikleri nedeniyle gastrointestinal, karaciger,
idrar ve solunum yolu rahatsizliklar1 ile dis ve dig eti hastaliklar1 gibi bircok hastalikla miicadelede
kullanilmigtir. Ayni1 zamanda literatiirde yine bu tiirlerin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral,
antikolinesteraz, anti-inflamatuar, antidiyabetik, antitimor ve gastrointestinal bozukluklardaki yararlt
etkileri ve genis farmakolojik aktivitelerini ortaya koyan bir¢ok bilimsel calisma da mevcuttur.
Terpenoidler, fenolik bilesikler, yagl asitler ve steroller gibi ¢esitli fitokimyasal bilesenler de, Pistacia
tiirlerinin farkli boliimlerinden izole edilmis ve tanimlanmistir (Bozorgi ve ark., 2013).

P.khinjuk Stocks ise genel olarak “Kizvan” ve Buttum olarak da adlandirilir. Ulkemizde
Gaziantep, Siirt, Hakkari, Bitlis ve kismen Mardin illerinde yogun olarak bulunur. Cogu Pistacia tiirleri
gibi kisin yapragimi doker ve boylar1 10 metreyi bulan agaclar olustururlar. Tohumlar1 yenir ve yag
cikarilmasinda kullanilir. Bittim yag1 icerdigi yiiksek E vitamini orani nedeniyle giiclii antioksidan etki
gosterir. Geleneksel tipta ciltte olusan yara ve tahribatlarin temizlenmesi i¢in dezenfektan bir madde
olarak, sedef hastalifi olan kisilerin viicutlarinda meydana gelen kasintilarin giderilmesi amaci ile
kullanilir. Tohumdan ¢ikarilan yagdan yapilan sabuna “Bittim sabunu” denir. Bittim yag1 ve bu yagdan
elde edilen bittim sabunlar1 birgok sa¢ ve cilt problemi kullanilmaktadir. Bidim, Bitim, Bittim, Buddum,
Butum, Gizven (Mardin) olarak ta yurdun degisik yorelerinde adlandirilir. Pistacia vera, P. terebinthus, P.
atlantica tiirleriyle yakin ilgilidir (Tilkat, 2003: Tilkat ve ark., 2005).

Kiiresel anlamda ise Tiirkiye, Kibris, Suriye, Irak, Iran, Afganistan ve Pakistan’da dogal olarak
bulunan buttum (P.khinjuk Stocks), ¢ogunlukla taslik yerlerde ve kayalik dag arazilerde, kuru step-orman
veya bozkir olusumlarinin oldugu kurak ve yari-kurak bolgelerde yetismektedir (Al-Saghir ve Porter,
2012). Kurak ve yari-kurak bolgelerde toprak ve sulama suyundaki tuzluluk bitkilerin gelisimini
etkileyerek iiriin verimliligini sinirlandiran 6nemli abiyotik stres faktorlerinden birini olusturur. Toprakta
biriken tuzlar hem topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini bozmakta hem de bitki gelisimini olumsuz
yonde etkilemektedir. Yiiksek tuzlulugun bitkiler lizerine olan zararli etkileri, kismi olarak verimlilikte
azalma, tiim bitki seviyesinde ise Oliime kadar varan hasarlar seklinde goézlenebilmektedir. Tuzlulugun
hasar olusturan bir bagka etkisi de, yiiksek tuz konsantrasyonlarina maruz birakilan bitkinin dokularindaki
Na+ ve Cl— iyonlarinin birikmesidir. Hem Na+ hem de Cl— iyonlarimin hiicreye girisi akut iyon
dengesizliklerine, membran kararsizligima ve azalan fotosentez etkinligi gibi pek cok fizyolojik islev
bozukluklarina yol agmakla birlikte ayn1 zamanda azot ve karbon metabolizmasini da olumsuz sekilde
etkilemektedir (Gupta ve Huang, 2014: Yildiz ve ark., 2010). Bitkiler stres faktorlerine morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikleri i¢eren farkli mekanizmalar yoluyla karsi koymaktadir. Enzim
aktivasyonu ile birlikte, ¢oziiniir karbonhidratlar, prolin, glisin-betain gibi metabolik olarak uyumlu
bilesenlerin biriktirilmesi homeostasinin korunmasi ve devami agisindan onemlidir (Mirzaei ve
Yousefzadeh, 2013).

Diinyada ve iilkemizde toprak tuzlulugu giderek artan oranlarda bir problem olustururken aym
zamanda verim azalmakta ve baz1 alanlar asir1 tuzlanma nedeniyle tamamen iiretim dis1 kalmaktadir. Bu
durum iilkemizde bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak bitkilerin tuzluluga toleranslarinin belirlenmesi
ve tuzluluga toleransl bitkilerin gelistirilmesinin 6nemini arttirmistir. Yetistirilen bitkilerin veriminde
goriilen azalmalarin, toprak c¢dzeltisinin tuz konsantrasyonuna bagli oldugu kadar, bitkilerin tuza
dayaniklilig ile de ilgili oldugu bilinmektedir (Ekmekgi ve ark., 2005).

Pistacia cinsi icerisinde yer alan P.atlantica, P.mutica, P.lentiscus, P.chinensis, P.integerrima ve
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Yousefzadeh, 2013). Bu baglamda calismamizda, in vitro sartlar altinda farkli tuz parametrelerinde
yetistirilen P.khinjuk Stocks’un, antioksidan POD enzim aktivitesi ile ¢oziiniir karbonhidrat degerlerine
iligkin verdigi yanitlar arastirilarak belirlenmeye caligilmistir.
2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal

Explant kaynagi olarak Pistacia khinjuk Stocks’a ait olgun tohumlar kullanilmisg ve
tohumlar Gaziantep Fistik Aragtirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir.

2.2.Yontem

2.2.1.In vitro Cahsmalar ve NaCl Uygulamalan

Doku kiiltlirti ¢alismalar1 Tilkat ve ark., (2005)’in P. khinjuk Stocks’un juvenil dokular
lizerine gelistirdigi sterilizasyon yontemi modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Oncelikle
tohumlarin ylizey sterilizasyonu %20’lik sodyum hipoklorit (NaOCIl) igerisinde 20 dk
bekletilmek suretiyle yapilmis akabinde tohumlar 5’er dk olmak tizere 7’ser kez steril saf su ile
yikanarak sodyum hipokloritin dokulardan uzaklasmasi saglanmistir. Sterilizasyonu tamamlanan
tohumlar 0 (kontrol) harig, 50, 100, 150, 200 ve 250 mM olmak tizere 5 farkli tuz parametreleri
iceren % 3 sukroz ve % 0.55 agar ile desteklenmis, her kapta 50 ml hormonsuz Murashige ve
Skoog (MS) (1962) besi ortami igeren Magenta GA 7 kiiltiir kaplarina inokiile edilmistir.
Kiiltiirler, 50 pmol m-2s-1 151k siddetinde 25+2°C de sabit bir sicaklikta 16 saat aydinlik ve 8 saat
karanlik olacak sekilde ayarlanmis bir biiylime odasinda 4 hafta siiresince gelismeye
birakilmstir.

2.2.2.Coziiniir Karbonhidrat Tayini

Analiz, Halhoul ve Kleinberg (1972)’in yontemi temel alinarak yapilmistir. Analiz i¢in
onceden kurutulmus bitki yaprak ve kok materyalinden 100’er mg tartilip, 10 ml %80 (v/v)’lik
soguk etanolle birlikte 15 ml’lik poliliretan tiiplerde 30 dk boyunca homojenize edilmistir
(Edmund Biihler SM 25 shaker). Coziinmeyen kisimlar 5 ml %80 (v/v)’lik soguk etanolle
yikandiktan sonra tiim ¢dziinebilir kistmlar 5000xg’de 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Ust faz
+4 °C’de saklanmistir. Glukoz ve fruktoz miktarmin belirlenmesi i¢in 0.5 ml yaprak ve kok
ornekleri alinarak {izerine 2.5 ml taze hazirlanmig antron ¢ozeltisi (150 mg antron+100 ml
H2S04) eklenmis ve sonra 40 °C’ye ayarlanmis bir su banyosunda glukoz i¢in (glukoz+sukroz) 5
dk; fruktoz icin (fruktoz+sukroz) 30 dk boyunca bekletilmisitir. Sogutulduktan sonra
absorbanslar spektrofotometrede (CE 5502 UV spectrophotometer) 625 nm dalga boyunda
okunmustur. Okunan standartlarin regresyon egrileri ¢izilmis ve bu egrilerden yararlanarak
toplam seker miktar1 tespit edilmistir.

2.2.3.Peroksidaz Aktivite Tayini

Peroksidaz aktivite tayini ise Kumar ve Khan (1982)’a gore yapilmistir. Bu analiz i¢in; 2
ml 0.1 M fosfat tamponu (pH 6.8), 1 ml 0.01 M pyrogallol (CsHsO3), 1 ml 0.005 M H.0>
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler sirasiyla konulmus ve {lizerine 0.5 ml enzim ekstrakti ilave edilmistir.
Daha sonra reaksiyona 1 ml 2.5 N H>SO4 eklendikten sonra, soliisyon 25 0C’de 5 dk inkiibe

edilmistir. Sifirinct zamanda ekstrakta 2.5 N H»>SOs eklenmesinden sonra olusan purpuroeallin
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2.2.4 Istatistiki Analiz

Tiim sonuglar Duncan ¢oklu aralik testi kullanilarak ortalama deger + standart hata olacak
sekilde sunulmustur. Uygulamalar arasindaki farkliliklar1 géstermek igin P <0.05 seviyesi anlamli
olarak kabul edilmis, her deney 3 tekrarli ve her uygulama 3-10 aksenik ¢imlendirilmis fide
icermektedir.

3. BULGULAR

3.1.Coziiniir Karbonhidrat Degerleri

Tuz stresinin neden oldugu ¢oziiniir karbonhidrat degerlerinde meydana gelen degisiklikler
ile uygulanan tuz konsantrasyonu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. 4 hafta
sliresince in vitro kosullar altinda farkli parametrelerdeki tuz konsantrasyonlarina maruz birakilan
P.hinjuk Stocks fidelerinin kok ve yapraklarina ait glukoz ve fruktoz icerikleri Sekil 1. ve 2.'de
gosterilmistir. Yine 4 haftalik kiiltiir periyodu siiresince fidelerin yaprak ve koklerinde biriken
¢Oziiniir karbonhidrat degerlerine ait istatistiksel veriler ise Tablo 1.'de verilmistir.

Glukoz ve fruktoz birikimi bakimindan, koklerin yapraklara oranla daha yiiksek oranlara
sahip oldugu goriilmektedir. Ancak ¢6ziiniir karbonhidrat tipi bakimindan glukoz ve friiktoz
birikimi kendi aralarinda karsilastirildiginda ise hem kok hem de yapraklarda fruktoz birikiminin,
glukoz birikimine oranla daha yiiksek degerlerde oldugu saptanmistir.

Artan tuz seviyeleri ile birlikte yapraktaki glukoz miktar1 en ¢ok 250 mM’lik (1.00) ve 200
mM’lik (0.88) dozlarda artig gosterirken, 150 mM (0.66), 100 mM (0.66), 50 mM (0.65) tuz
konsantrasyonlari ile kontrol (0.65) grubu benzer degerler gostermistir.

Yapraktaki fruktoz miktar1 bakimindan ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda (0.94), en
yiiksek artis 250 mM (2.06)’lik tuz konsantrasyonunda tespit edilmis, bunu sirasiyla 200 (1.98),
150 mM (1.80), 100 mM (1.75) ve 50 mM (1.32) tuz konsantrasyonlari takip etmistir (Tablo 1).

Glukoz ve fruktoz birikimi bakimindan uygulanan tuz parametreleri arasinda en yiiksek
degerlerin hem yaprak hem de kok eksplantlart igin 250 mM'lik tuz konsatrasyonundan elde
edildigi tespit edilmistir.

3 7 ‘ O Glukoz B Fruktoz ‘

N
3

N
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[any
I

mg/g Kuru Yaprak Agirhgit
o [
a1 (&3]

o
|

C 50 100 150 200 250

NaCl konsantrasyonu (mM)

Sekil 1. Artan tuz konsantrasyonlarinin P.khinjuk Stocks’un yapraklarindaki ¢dziiniir karbonhidrat birikimine
etkisi.

Koklerdeki ¢oziinlir karbonhidrat seviyelerine bakildiginda ise, yapraklardan elde edilen

sonuglara paralel sonuglar elde edildigi tespit edilmistir. En yliksek glukoz miktari, 250 mM
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edildigi, bunu, 150 mM (2.7), 100 mM (2.6) ve 50 mM (2.5)’lik tuz seviyelerinin ise takip ettigi

gozlenmistir (Sekil 2).
49 ‘ O Glukoz M Fruktoz ‘
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Sekil 2. Artan tuz konsantrasyonlarimin P.khinjuk Stocks’un koklerindeki ¢oziiniir karbonhidrat birikimine
etkisi.

Tablo 1. Artan tuz konsantrasyonlarimin P.khinjuk Stocks’un yaprak ve koklerindeki ¢oziiniir karbonhidrat
birikimine ait degerler

NaCl kons. Yaprak Kok
(mM) Glukoz Fruktoz Glukoz Fruktoz

0 (Kontrol) 0.65+0.02 a 0.94+0.02 a 1.46+0.14 a 2.40+0.11 a
50 0.65+0.01 a 1.32+0.06 b 1.60+0.12 ab 2.50+0.11 ab
100 0.66+0.06 a 1.75+£0.10 ¢ 1.70+0.09 abc 2.60+0.05 ab
150 0.66+0.01 a 1.80+0.08 ¢ 1.80+0.11 abc 2.70+0.04 b
200 0.88+0.03 b 1.98+0.06 ¢ 1.96+0.07 bc 3.06+0.03 ¢
250 1.00+£0.04 b 2.06+0.06 ¢ 2.00+0.08 ¢ 3.14+0.04 ¢

Veriler kiiltiiriin 28. giintindede islem basina 3 eksplantin ortalamasidir. Tabloda bir sutunda farkli bir harfle
gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin DUNCAN testine gore P < 0.05 diizeylerinde 6nemli 6lglide farkli
oldugunu gosterir.

3.2.Peroksidaz Aktivitesi

4 hafta siiresince in vitro ortamda farkli tuz parametreleri altinda yetistirilen P.khinjuk
Stocks fidelerinin yapraklarinda bulunan antioksidan enzim POD aktivitelerine iliskin veriler
Sekil 3’te gosterilmistir. Tuz konsantrasyonunun artisina bagli olarak fidelerin POD
aktivitelerinin arttig1 tespit edilmis, en diisiik POD aktivitesi kontrol grubundan, en yliksek

aktivite degeri ise uygulanan maksimum tuz konsantrasyonundan (250mM) elde edilmistir.

Peroksidaz Enzim Aktivitesi
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4. SONUC VE TARTISMA

Tuz stresinin bitkiler lizerindeki etkileri; bitki tiirline, uygulanan tuz ¢esidi ile miktarina ve
maruz kalma siiresine bagl olarak degismektedir. Bu durum sadece farkli iki bitki tiirii i¢in degil
aym tilirlin farkli cesitleri icin de gecerlidir (Culha ve Cakirlar, 2012). Buttum harig, Pistacia
cinsine ait pek ¢ok tiir i¢in tuz stresinin; siirgiin uzunlugu, yesil yaprak sayisi, yaprak alani gibi
morfolojik ve Na+, K+, Ca+2, Na+, Mg+2 ‘un total igerigi gibi fizyolojik parametrelerini 6nemli
Olgiide azalttigr (Cristiano ve ark., 2016; Ben Hamed ve Lefi, 2015; Chelli-Chaabouni ve
ark.,2010), kok ve siirgiinlerin taze ve kuru agirligini, klorofil ve karotenoid igerigini, biiylime
parametrelerini azalttigi ancak ¢Oziiniir karbonhidrat seviyelerini arttirdigi (Asadollahi ve
Mozaffari, 2013: Abbaspour ve ark., 2012: Benhassaini ve ark., 2012), yaprak, gévde ve meyve
anatomilerini degistirdigi, stomatal yogunlugu disirdigii (Zarinkamar ve Farjady, 2011),
cimlenme yiizdesini diisiirdiigii (Ardakani, 2015), siliperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat
peroksidaz gibi antioksidan enzim aktivitelerini de yiikselttigi (Tavallali ve ark., 2008) ile ilgili
rapor edilmis bir¢cok calisma bulunmaktadir.

Ayrica bir ¢ok diger bitkide de tuzlulugun antioksidan sistem iizerindeki etkileri rapor
edilmistir. Bu c¢alismalarin ¢ogunda NaCl stresinin bitkinin farkli doku ve organlarinda
peroksidaz aktivitelerini arttirdigini ortaya koymustur (M’barek ve ark., 2007: Tavallali ve ark.,
2008: Kumar ve ark., 2009: Weisany ve ark., 2012: Lotfi ve ark., 2015).

Calismamizda P. khinjuk Stocks’un farkli tuz parametrelerine verdigi yanitlardan glukoz ve
fruktoz gibi ¢ozilinilir karbonhidrat seviyeleri ile antioksidan enzim POD’1n aktivitesi arastirilmis
ve her iki deney sonucunda da tuz konsantrasyonuna bagli olarak hem ¢oziiniir karbonhidrat
seviyelerinde hem de antioksidan enzim POD aktivitesinde artis oldugu tespit edilmistir. Bu
baglamda elde ettigimiz bulgularin, gerek Pistacia cinsine ait diger tiirler lizerinde yapilmis
yukarida atifta bulundugumuz o6nceki calismalar ile, gerekse de farkli bitki tiirleri i¢in rapor
edilmis sonuglarla paralellik gosterdigi soylenebilir.

Mirzaei ve Yousefzadeh (2013), P.khinjuk Stocks’da kuraklik stresinin antioksidan enzim
siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD), katalaz (CAT), prolin igerigi ve biiyliime
parametrelerine etkisini degerlendirdikleri ¢caligmada, kuraklik stresinin siirglin uzunlugu ile yas
ve kuru agirhigini azaltigini tespit etmislerdir. Ancak antioksidan enzim bakimindan CAT’1n kdk
ve stirglinlerde diger enzimlere kiyasla %25 oraninda daha fazla aktivite gosterdigini POD’un
normal, SOD’un da aktivite olarak en diisiik seviyelerde seyrettigini, keza prolin iceriginin de
arttigin1 rapor etmislerdir. Antioksidan enzim aktivitesi bakimindan, bulgularimizin bu ¢alisma
ile de paralellik gosterdigini sdyleyebiliriz. Bitkilerde tuz stresine yanitta, metabolizma yan {iriinii
olarak ortaya ¢ikan stiperoksit (O2’), hidrojen peroksit (H20>), hidroksil radikali ("OH) ve singlet
oksijen (*O2) gibi reaktif oksijen tiirlerini nétralize eden antioksidan enzimlerin etkinliklerinin
artmasi, ¢oziiniir sekerlerin sentezinin tesvik edilmesi ya da stresle ilgili genlerin aktive edilmesi
gibi 6nemli tolerans stratejileri mevcuttur. Peroksidaz enziminin, bitkilerde stres durumlarinda

gerceklesen olaylarda rol aldigi ve sayisiz fonksiyonlara sahip oldugu bilinmektedir. Shahraji ve
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kombinasyonu ile olan etkilerinin arastirildigi bagka bir caligmada ise, yaprak ozmotik
potansiyeli, klorofil a ve b igerikleri, stomatal iletkenlik, net fotosentetik hiz ve su kullanim
etkinliginin azaldig bildirilmistir (Ranjbarfordoei ve ark., 2002). Tuz stresine maruz birakilan
bitkilerde glukoz, fruktoz, siikroz gibi ¢oziiniir karbonhidratlarin birikiminin, ozmotik koruma,
ozmotik regiilasyon, hiicresel makromolekiillerin korunmasi, hiicre pH'sinin muhafaza edilmesi
ve radikal siipliriicli olarak gorev yapmast gibi islevleri yerine getirdigi bilinmektedir (Yildiz ve
ark., 2010).

Calismamizda da olgiilen glukoz ve fruktoz seviyelerinin yapraklarla karsilastirildiginda
koklerde daha yiiksek oldugu, bu durumun bitkinin koklerinde yapraklara oranla daha yiiksek
miktarda ozmotik diizenlemeye ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmistir. Sonug¢ olarak tuzlu
topraklarda osmotik basincin yiikselmesiyle bitkinin su aliniminin giiglesmesi ve besin aliniminin
engellemesi nedeniyle bitkinin, ¢oziinilir karbohidratlar1 biriktirme ve ¢oklu savunma sisteminin
onemli bir boliimiinii olusturan antioksidan enzimlerin aktivasyonunu arttirarak sahip oldugu
savunma sistemini giiclendirme yoluna gittigi sOylenebilir. Bu ¢alismanin, kurak ve yar1 kurak
iklim sartlarinda tuz stresine maruz kalan P.khinjuk Stocks ve diger Pistacia tiirlerinin tolerans

mekanizmalarinin detayli olarak aydinlatilmasinda yararli olacagi kanaatindeyiz.
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