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OZET

Bu ¢aligmada yerel ceviz (Juglans regia L.) genotipinin farkli abiyotik stres faktorlerine karsi tepkisi
arastirilmistir. Bunun igin 5 L hacminde 2:2:1 oraninda harg (torf:bahge topragi:kum) karisimi iceren
saksilarda yetistirilen 5-6 yaprakl ceviz fidanlarna tuz (75, 150 ve 225 mM NaCl), agir metal (2 mg/L
FeCls, NiCl, ve ZnCly), kire¢ (2 g/L CaCOs), fabrika baca tozu (2 g/L) ve kurak (%50) stresi
uygulamalar1 alt1 hafta siiresince uygulanmustir. Uygulamalardan sonra toplanan yaprak drneklerinde
fotosentetik pigment, protein, prolin miktari, malondialdehit (MDA) ve hidrojen peroksit (H,0,)
konsantrasyonu, APx, CAT ve SOD aktiviteleri 6l¢tilmiistiir. Bulgulara gore klorofil b, toplam klorofil
ve karotenoit miktar1 kire¢ ve agir metal uygulamasinda; protein demir, baca tozu ve g¢inko
uygulamasinda; prolin, HO,, APx ve SOD degerleri tiim stres uygulamalarinda; CAT degeri ¢inko,
nikel ve kire¢ uygulamalarinda yiiksek bulunmustur. MDA igerigi ise kire¢ uygulamasinda yiiksek,
diger gruplarda diigiiktiir. Sonug olarak yerel ceviz genotipi, tuz konsantrasyonlar: ve kurakliga duyarli;
agir metal toksisitesine toleransli ve fabrika baca tozu ve CaCOj uygulamalarina ise orta derecede
toleransli bulunmustur.
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Determining of resistance mechanism against abiotic stress factories in native walnut
variety (Juglans regia L.)

ABSTRACT

This study investigated the reactions of native walnut genotype (Juglans regia L.) against different
abiotic stress factors. For this purpose, 5-6 leaves seedlings grown in the plastic pots having the mixture
of peat, garden soil and sand (2:2:1) were treated with salinity (75, 150 and 225 mM NaCl), heavy
metals (2 mg/L FeCls, NiCl, and ZnCl,), lime (2 g/L CaCO3), pollution (2 g/L factory flue dust) and
drought (50%) for six weeks. After the treatments, photosynthetic pigment, proline, total soluble
protein, peroxidation level (MDA-malondialdehyde), H,O,, APx, CAT and SOD activities in the leaf
samples were analysed. Results showed that chlorophyll b and total chlorophyll and carotenoids were
highest for the lime and heavy metals treatments, whereas total soluble protein was highest for iron,
zinc and factory flue dust treatments. CAT activity was highest for zinc, nickel and lime treatments,
while proline, H,O, concentration, APx and SOD activity were highest for all treatments. Lipid
peroxidation level (malondialdehyde-MDA) starch showed an increase only with the lime treated leaves
but it was lower with other treatments. In conclusion, the results indicate that the studied walnut
genotype is much tolerant for heavy metal toxicity while it is susceptible to salinity concentrations and
drought. In addition, walnut variety shows medium tolerance against the factory flue dust and lime.
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1. Giris

Ceviz, besin igerigi ve insan sagligi agisindan son
derece faydali ve tiim diinyada fazla miktarda tiiketilen
bir meyvedir. Ekstrem iklim o6zelliklerine sahip alanlar
disinda ilkemizin hemen her yerinde yetismektedir.
Ulkemizde ceviz iiretiminin en fazla iiretildigi iller
Karaman, Kastamonu ve Hakkari olarak bildirilmektedir

(Anonim, 2003). Tiirkiye Istatistik Kurumu Kastamonu
Bolge Miidiirliigii’niin verisine gore 4 bin 474 ton ceviz
iretimi ile 79 il icerisinde Kastamonu 11. sirada yer
alirken, Daday ilgesi ise 647 ton ceviz iiretimi ile 18 ilge
igerisinde birinci siradadir (TUIK, 2015). Daday,
Kastamonu iline bagli, yiizolgiimii 997 km? olan ve il
merkezine 35 km uzakhkta bir ilgedir. Iklimi tipik
karasal iklimdir. Bitki ortiisii bakimindan ¢ok zengin bir
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ilgedir. Ormanlik sahalarm etek kisimlarinda yaprakli ve
maki tiirleri, ylikseklere dogru yaprakli ve ibreli tiirler,
en yikseklerde ise ibreli agaclar hakimdir. lge
civarinda sogiit, kavak ve ceviz gibi sanayide kullanilan
agaclarin yani sira elma, armut, ahlat, erik, ayva ve
findik tiirleri de bulunmaktadir. Ilcenin ormanlarla
cevrili olmasi, arazinin engebeli olmasi, topragin gok
verimli olmamasi, sulama imkanlarinin sinirli olmasi,
siddetli soguklar ve ilkbaharda yasanan don olaylar1 gibi

faktorler sebze ve meyvecilik iizerinde Onemli
olumsuzluklara yol agmaktadir.
Ceviz, meyvesi disinda, kereste  amagh

yetistiricilikte ve orman alanlarinin agaglandirilmasinda,
parklar ve bahgelerde siis ve golge bitkisi olarak, kirsal
alanlarm ve yol kenarlarinin agaglandirilmasinda ve
erozyonu onlemek amaciyla yapilan agaglandirmalarda
kullanilmaktadir (Sen, 2001; 2011). Ulkemizde ceviz
genel olarak tohumdan firetilmektedir. Ancak ceviz
yetistiriciliginde tohumdan {iretim gilinlimiizde tercih
edilen bir yontem degildir. Ciinkii ekonomik ve standart
bir {iretim igin ¢dgiir agaclarindan elde edilen {iiriinler
kalite, verim ve standart farklihigindan dolayr ¢ok
6nemli zaman ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Bu sorunlarm asilmasi amaciyla yapilan seleksiyon
calismalart ile elde edilen genotiplerin ise degisik
bolgelere adaptasyonunda sorunlar ortaya g¢ikmistir
(Kaska ve Siityemez, 2002). Ceviz yetistiriciligi yapilan
bolgelerde diisiik sicaklik, agir metal toksisitesi, tuz
veya kuraklik gibi abiyotik stres faktorlerinin olumsuz
etkisini ortada kaldirmak i¢in tohumdan yetismis ceviz
¢ogiirlerinin, strese tolerans mekanizmasi ve sinirlarinin
bilinmesi olduk¢a Gnemlidir. Bunun igin stresin ¢esidi
ve konsantrasyonu, uygulanan stres faktoriiniin etkisi,
etkinin siddeti ve tiirii ayrica zarar olusum siirecinin
degerlendirilmesi, ceviz fidanlarmin gelisim biyolojisi
ve canliligr acisindan ip uglart verdigi gibi, bolgeye
adaptasyonu yiiksek, dayanikli formlarm ortaya
¢ikartilmasinda 6nemli adimi olusturacaktir (Celebioglu
ve Ferhatoglu, 1981; Kagka ve ark., 1996; Paschke ve
ark., 2005).

Birgok arastirici abiyotik stres kosullarina tolerant
genotiplerin secilmesi ve stres faktorlerinin bitkiler
iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla bitkilerde
prolin, glisin betain gibi aminoasitlerin, toplam ¢dziiniir
proteinlerin, ¢oziiniir sekerlerin, toplam fenolik ve
flavonoitlerin miktarini, antioksidant enzimlerin aktivite
degisimleri, lipit peroksidasyonu seviyesini
arastirmiglardir. Stres kosullarinda bitkilerde
fotosentetik pigmentler (Candan ve Tarhan, 2003;
Smirnoff, 2005; Zengin ve Munzuroglu, 2008; Dubey
ve Pandey, 2011); prolin (Demiral ve Tiirkan, 2006;
Ashraf ve Foolad, 2007; Heidari ve ark., 2009; John De
Britto ve ark., 2011); ¢6ziiniir protein (Hartwing, 2001;
Jiang ve Huang, 2002; Oncel ve Keles, 2002; Ergiin ve
Muslu, 2012); reaktif oksijen tirleri (ROS) ve
malondialdehit (MDA) gibi toksik maddelerin
miktarinda (Choudhury ve Panda, 2004; Gajewska ve
Sklodowska, 2007; Eraslan ve ark., 2007; Cruz ve ark.,
2013); stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
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guaikol peroksidaz (APx) ve askorbat peroksidaz (APX)
gibi antioksidant enzim aktivitelerinde (Cakmak ve
Hosrt, 1991; Velikova ve ark., 2000; Meloni ve ark.,
2003; Zengin ve Munzuroglu, 2005; Gapinska ve ark.,
2008; Caverzan ve ark., 2012) degisiklik oldugunu,
toleransli tiirlerde bu bilesiklerin miktarinin daha fazla
oldugunu, bu bilesiklerin hiicre i¢i hemostasinin
diizenlenmesinde, oskidatif stresten hiicre ve dokularin
korunmasinda ve bitkinin strese dayaniminin artmasinda
yardimet oldugu bildirilmistir.

Bu ¢alismada yerel ceviz genotipinde tuz (75,150 ve
225 mM NaCl), agir metal (FeCl;, NiCl, ve ZnCl,),
kireg (CaCOg3), hava kirliligi (fabrika baca tozu) ve
kurak (%50) stres uygulamalarinin fotosentetik pigment,
prolin, protein, lipit peroksidasyon seviyesi (MDA),
hidrojen peroksit (H,O,) konsantrasyonu, askorbat
peroksidaz (APx), katalaz (CAT) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri iizerine etkileri
arastirilmistir. Calismada, yerel ceviz genotipinin farkli
stres faktorlerine toleransimnin ortaya konulmasi ve “stres
faktorlerinden birine dayamikli olan bir bitkinin diger
stres faktorlerine karst dayaniminin nasil bir degisim
gosterecegi” sorusunun cevabini bulabilmek
amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem

Arastirmada materyal olarak Kastamonu ilinin
Daday il¢esinde soguklara dayanimi ile bilenen ve uzun
yillardir ceviz yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan,
kabugu kolay kirilir, i¢ rengi acik renkte (bugday beyazi
ile kaymak saris1 arasinda), meyve kalitesi ve ¢cimlenme
kapasitesi yiiksek yerel ceviz (Juglans regia L.)
genotipine ait tohumlar kullanilmustir.

2.1. Stres uygulamalart

Tohumlar, 24 saat suda bekletildikten sonra katlama
islemine tabi tutulmadan, icerisinde sadece torf bulunan
plastik viyollere ekilmistir. Cimlenip kotiledonlar1 ¢ikan
tohumlardan {i¢ adet alimmis, 5 L hacminde 2:2:1
oraninda har¢ (torfibahge topragrkum) karigimi
doldurulmus saksilara  dikilmistir. Deneme her
uygulama i¢in 3 tekrarlamali ve her tekrarlamada 3 bitki
olacak sekilde kurulmustur. Uygulamalara fidanlar 6-7
yaprakli sathada iken baslanilmig ve haftada iki kez
olacak sekilde yapilmistir. Kontrol grubu fideler ¢esme
suyu ile sulanmigtir. Tuz, agwr metal ve kireg
uygulamalarinda fidanlar saf su igerisinde farkl
dozlarda ¢oziindiriilmis tuz (75, 150 ve 225 mM
NaCl), agir metal (2 mg/L FeCls, NiCl, ve ZnCl,) ve
kirec (2 g/L CaCOj) soliisyonlar: ile sulanmistir.
Fabrika baca tozu (2 g/L) uygulamasi i¢in fabrikadan
temin edilen baca kiilleri saf su igerisinde
¢oziindiirlilmiis ve haftada iki kez yapraklara
puskiirtiilmiis, haftada bir kez de topraga uygulanmistir.
%350 kurak uygulamasinda ¢esme suyu kullanilmis olup,
su eksikligi toprak su kapasitesine gore 475 ml olarak
gerceklestirilmistir.  Stres  faktorlerinin - etkisini
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belirlemek amaciyla uygulamalara basladiktan sonra
altinci haftada iyi gelismis yapraklar toplanarak toplam
klorofil miktari, pigmentler, prolin, toplam ¢oziiniir
protein, lipit peroksidaz seviyesi (malondialdehit-
MDA), hidrojen peroksit (H,O,), askorbat peroksidaz
(APx), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)
enzim aktivite tayinleri yapilmistir.

2.2. Fotosentetik pigment miktar:, prolin,
¢oziiniir protein ve lipit peroksidaz analizleri

toplam

Klorofil miktarmin belirlenmesi i¢in 0.5 g taze
yaprak dokusu sivi azot igerisinde 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 alinan siipernatantin
spektrofotometrede 450, 645 ve 663 nm’de dl¢iimleri lig
tekrarli  yapilmigtir. Toplam klorofil miktarinin
belirlenmesinde  Arnon denklemi  (Arnon, 1949)
kullanilmus, karotenoid miktar1 ise Jaspars formiiliine
gore belirlenmistir (Witham ve ark., 1971). Yaprak
orneklerindeki prolin miktar1 Bates ve ark. (1973),
protein miktar1 Bradford (1976), lipid peroksidasyonu
(MDA) Lutts ve ark. (1996) ve H,O, ekstraksiyonu
Velikova ve ark. (2000) tarafindan kullanilan
yontemlere gore belirlenmistir.

2.3. Enzim analizleri

Enzim ekstraktlarin  hazirlanmasi amaciyla taze
yaprak orneginden 0.5 g alinmis, drnek i¢inde 0.1 mM
Na-EDTA bulunan 50 mM’lik (pH 7.6) fosfat tampon
¢ozeltisi ile (5 ml) homojenize edilmistir. Homojenize
edilen ornekler 15 dk siire ile 15000 g ve +4°C’de
santrifiij edildikten sonra, elde edilen siipernatantta
enzim aktiviteleri Slgiilmistir (SOD, APX 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 Olgiilerek, katalaz aktivitesi (CAT)
spektrofotometrik olarak Bergmeyer (1974) tarafindan
uygulanan yonteme gore, siiperoksitdismutaz (SOD)
enzim aktivitesi ise Cakmak (2002) tarafindan
uygulanan yonteme gore belirlenmistir.

2.4. Verilerin istatiksel analizi

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

3. Bulgular

Uygulamalardan sonra periyodik olarak yapilan
gozlemler sonrasinda ¢inko, demir ve nikel uygulanan
ceviz fidanlarmin yapraklarinda daha canli, sert ve koyu
yesil bir goriiniim izlenirken, CaCOz; ve baca tozu
uygulanan ceviz yapraklarinin ise agik yesil, genis
yiizeyli, ancak seffaf yapraklara sahip oldugu

gozlenmigtir. Kurak ve tuz uygulanan bitkilerin
yapraklar1 ise daha kiigiik boyutlu, sert ve renksiz bir
goriinlim sergilemistir. Stres uygulamasi sonrasi ceviz
fidanlarmin genel goriiniimleri Sekil 1°de verilmistir.
Stres uygulanmis bitkilerden tuz, baca tozu ve CaCOs;
uygulanmis ceviz fidanlar1 kurumus, agir metal (FeCls,
NiCl, ve ZnCl,) ve kurak stresi uygulanan fidanlar ise
canliliklarm1 korumuslardir.

Fabrika baca tozu ve ceviz fidanlariin yetistirildigi
har¢ karisimindaki element miktarlar1 arasinda 6nemli
farklihklar bulunmustur (Cizelge 1). Ozellikle ¢inko,
demir, klor, bizmut, aliiminyum, kursun, arsenik ve bor
gibi elementler toksik degerdedir.

Cizelge 1. Fabrika baca tozu ve stres faktorleri
uygulamadan once har¢ karisimindaki
element miktarlari

Elementler Fabrika baca tozu Harg
(Sembol) (ppm) (ppm)
Na . 11.19
Mg 47.89 72.71
Al 357.35 1381.81
Si 2033.22 9994.14
P 81.48 149.37
S 3029.49 212.41
Cl 35323.97 55.63

K 644.28 523.34
Ca 4906.28 3099.84
Cr 20.42 43.49
Mn 2615.91 434.33
Fe 73377.58 13539.43
Ni 29.55 54.08
Cu 61.83 34.68
Zn 85577.76 100.45
Ga 95.86 23.04
Ar 319.42 22.04
Se 48.25 0

Br 1548.83 11.43
Cd 22.11 0.41

Ba 329.88 17.75
Pb 10691.35 15.77
Bi 2151.09 0

Tuz (75, 150 ve 225 mM NaCl), agir metal (FeCls,
NiCl, ve ZnCl,), kireg, baca tozu (fabrika baca kiilii) ve
kurak stres uygulamalarinin, cevizde fotosentetik
pigment miktarlari, prolin, toplam ¢oziliniir protein,
malondialdehit, hidrojen peroksit ve bazi antioksidant
enzim igeriklerine iliskin degerler Cizelge 2, 3 ve 4’te
verilmistir.  Verilere goére fotosentetik  pigment
miktarlari,  prolin,  toplam  ¢Oziinlir  protein,
malondialdehit, hidrojen peroksit ve bazi antioksidant
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Sekil 1. Baca tozu (a), kireg (b), tuz (75, 150 ve 225 mM NaCl) (sirasiyla ¢, d ve e), agir metal (FeCl; (), NiCl, (g)
ve ZnCl; (h)) ve kontrol (1) stres uygulamasi sonrasi ceviz fidanlarinin genel goriiniimleri

Cizelge 2. Tuz (75, 150 ve 225 mM NaCl), agir metal (FeCls, NiCl, ve ZnCl,), kireg, fabrika baca tozu ve kurak
stres uygulamalarinin cevizde klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoit miktar1 iizerine etkileri

(P<0.05)
Uygulamalar Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil Toplam karotenoit
(mg/g doku) (mg/g doku) (mg/g doku) (mg/g doku)
Kontrol 38.24+0.01 e* 40.83+£0.09 ¢ 37.2940.08 ¢ 22.8340.04 d
75mM 31.19+0.06 ¢ 25.50+0.06 b 23.52+0.05 b 17.73+£0.05 b
150 mM 23.80+0.07 a 19.33+0.08 a 17.84+0.07 a 15.59+0.04 a
225 mM 28.58+0.03 b 45.04+0.02 f 39.8240.02 f 18.76+0.01 ¢
FeCls; 37.62+0.09 d 63.56+0.021 56.25+0.02 1 29.96+0.02 g
NiCl, 37.54+0.07 d 55.454+0.11 g 49.09+0.09 g 26.83+0.03 ¢
ZnCl, 37.19£0.03 d 57.14+0.05 h 50.5840.04 h 27.46+0.02 f
CaCO;, 37.33+0.04 d 67.30+0.05 j 59.5540.04 j 31.93+0.03 h
Baca tozu 37.67+0.01 d 30.19+0.06 ¢ 26.7240.05 ¢ 18.7340.02 ¢
Kuraklik 37.2240.3d 37.18+0.16 d 32.9840.14d 21.32+0.05d

*: Ayni siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P<0.05).
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Cizelge 3. Tuz (75, 150 ve 225 mM NaCl), agir metal (FeCls, NiCl, ve ZnCl,), kireg, fabrika baca tozu ve kurak
stres uygulamalarinin cevizde prolin, toplam ¢dziiniir protein miktar1, malondialdehit (MDA) ve hidrojen

peroksit (H,O,) konsantrasyonu tizerine etkileri (P<0.05)

Uygulamalar Prolin Protein MDA H,0O,

(ng/g doku) (mg/g doku) (umol/g doku) (umol/g doku)
Kontrol 23.6+0.49 a* 80.1+0.02 f 59.5+0.03 1 130.540.07 a
75 mM 42.3+0.03 h 60.9+0.04 b 54.5+0.07 h 222.0+0.020 g
150 mM 47.7+£0.051 71.1£0.01d 51.840.01 g 144.2+0.05 ¢
225 mM 34.3+0.03 f 56.0+0.02 a 29.8+0.05 b 215.2+0.04 f
FeCls 30.4+0.03 d 108.1+0.02 1 38.9+0.02 d 286.7+0.07 1
NiCl, 28.6+0.04 ¢ 70.7+0.03 ¢ 43.5+0.02 f 198.9+0.07 e
ZnCl, 24.7+0.05 b 85.6+0.05 g 28.3+0.04 a 263.6+0.09 h
CaCO;, 37.5+0.03 g 80.1+0.01 £ 98.4+0.03 j 133.540.11 b
Baca tozu 31.2+0.05 ¢ 96.5+0.13 h 37.7+0.13 ¢ 299.5+0.16 ]
Kuraklik 31.3+0.03 ¢ 74.1+£0.02 ¢ 39.940.05 ¢ 149.9+0.09 d

*: Ayni siitunda ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik dnemli degildir (P<0.05)

enzim igerikleri stresin ¢esidine ve konsantrasyonuna
gore farklilik gostermistir.

Klorofil pigment miktarlart stres faktoriine ve
konsantrasyonuna bagl olarak farkli etkilenmistir.
Klorofil a (kl a) icerigi, tiim uygulama gruplarinda
ozellikle tuz konsantrasyonlarinda kontrole gore diisiik
bulunmustur. Kontrole goére en diisik kI a miktar:
sirastyla 150, 225 ve 75 mM NaCl’da uygulamasinda
%37.77, %2527 ve %18.43 olarak saptanmigtir
(P<0.05, Cizelge 2). Klorofil b (kI b) igerigi, 150 ve 75
mM NaCl (sirastyla %52.66 ve %36.92), baca tozu
(%26) ve kuraklik (%9) uygulamalarinda kontrole gore
diisiik oldugu belirlenmistir. Buna karsilik CaCO3, agir
metal ve 225 mM tuz uygulamalarinda ise yiiksek
bulunmustur. Kontrole gore en yiiksek kl b igerigi
sirastyla  CaCO3z (%64.84), FeCly; (%55.67), ZnCl,
(9%35.81), NiCl; (9%39.94) ve 225 mM NaCl (%10.32)
uygulamasinda Ol¢iilmistir (P<0.05, Cizelge 2).
Uygulamalarin toplam klorofil miktar1 iizerine etkisi kl
b ile benzer olmustur. 75 ve 150 mM NaCl, baca tozu
ve kuraklik uygulamalarinda klorofil igerigi kontrol ve
diger stres uygulamalarina gére Onemli Olglide
azalmigtir. Kontrole gore en yiiksek klorofil degeri
sirastyla CaCOj  (%59.71), FeClz (%50.85), ZnCl,
(%35.65) ve NiCl, (%31.66) uygulamalarinda
saptanirken, en disiik klorofil igerigi 150 ve 75 mM
NaCl (%52.15, %36.92), baca tozu (%28.33) ve
kuraklik  (%11.56) uygulamalarinda belirlenmistir
(P<0.05, Cizelge 2).

Farkli tuz konsantrasyonlari, baca tozu ve kurak
stres uygulamalarinda toplam karotenoit miktar1
kontrole gore daha diisiik bulunurken, agir metal ve
CaCO; uygulamalarmmda arttigr tespit edilmistir.
Kontrole gore en diisik karotenoit miktart CaCOj
(9%39.87), FeCl; (%31.21), ZnCl, (%20.27) ve NiCl,
(%17.51); en disik karotenoit degeri ise 150 mM
(%31.73), 75 mM (%22.36), 225 mM (%17.85) tuz

konsantrasyonlar1, baca tozu (%17.96) ve kuraklik
(%6.64) uygulamalarinda bulunmustur (P<0.05, Cizelge
1). Uygulamalar arasinda en yiiksek prolin miktari
%79.1 ile 75 mM NaCl, en disiik prolin degeri ise
%4.49 ile ZnCl,’de saptanmustir. Diger uygulamalarin
prolin degerleri bu iki deger arasinda yer almistir.
Kontrole gore en yiiksek prolin degeri sirasiyla 75 ve
150 mM NacCl (2 kat, %79.1), CaCOj3 (%58.7), 225 Mm
NaCl (%45.34) ve kuraklik (%32.45) uygulamalarinda
saptanmustir (P<0.05, Cizelge 3). Protein igerigi, FeCls;
(%35), baca tozu (%20.5) ve ZnCl, (%7)
uygulamalarinda kontrole gore arttigi, diger stres
uygulamalarinda azaldigi tespit edilmistir. Kontrole
gore en diisiik protein miktar1 sirasiyla 225 mM NaCl
(%30), 75 mM (%24), NiCI2 (%11.73) ve 150 mM
NaCl (%11.2) uygulamalarinda bulunmustur (P<0.05,
Cizelge 3).

Malondialdehit (MDA) konsantrasyonu CaCOs;
(%65.38) stres uygulamasinda kontrole gére en yiiksek
degerdedir. Diger uygulama gruplarinda MDA igerigi
kontrole gére diisiiktiir. Ozellikle de ZnCl, (2 kat), 225
mM NaCl (%50), baca tozu (%36.65), FeCl; (%34.6) ve
kuraklik (%33) uygulamalarinda MDA konsantrasyonu
kontrol ve diger uygulamalara goére oldukca diisiik
degerdedir (P<0.05, Cizelge 3). Stres uygulamalari
H,O, konsantrasyonunda kontrole goére artisa neden
olmustur. Kontrole gore en yiiksek H,0, igerigi sirasiyla
baca tozu (2.3 kat), FeCl; (2.2 kat), ZnCl, (2.0 kat), 75
ve 225 mM NaCl (%70.13 ve %64.96) ve NiCl2
(%52.44) uygulamalarmmda kaydedilmistir (P<0.05,
Cizelge 3). Lipit peroksidasyonu (MDA) seviyesi en
fazla CaCOj; uygulamasinda yiikselmistir. 75 ve 150
mM tuz uygulamasinda ise kontrole yakin degerdedir.
H,0, konsantrasyonu sadece CaCO; uygulamasinda
kontrole yakin degerde oldugu, baca tozu, FeCl; ve
ZnCl, uygulamalarinda ise en yiiksek degere sahip
oldugu tespit edilmistir.
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APx ce SOD aktivitesi stres uygulamalarinda stres
uygulanmayan kontrole gore artig gostermistir. Kontrole
gore en yilksek APx aktivitesi baca tozu (2.9 kat), kurak
(2.78 kat), CaCO; (2.73 kat), ZnCl;, (2.66 kat), FeCl;
(2.38 kat) ve NiCl, (2.11 kat) uygulamalarindan elde
edilmistir. En yiksek SOD aktivitesi ise ZnCl,
(%21.82), NiCl, (%19.3), FeCl; (%17.5), baca tozu
(%15.64), 225 mM (%14.33) ve 150 mM NaCl
(%13.53) uygulamalarinda  saptanmigtir  (P<0.05,

Cizelge 4). CAT aktivitesi ZnCl, (%39.17), CaCO;
(%36.7) ve NiCl, (%36.3) uygulamalarinda kontrole
gore oOnemli diizeyde artarken, diger stres
uygulamalarinda azalmistir. En diisiik enzim aktivitesi
sirastyla 225 mM (%55.7), 150 mM (%44.61), 75 mM
NaCl (%39), baca tozu (%35.34), kurak (%22.45) ve
FeCl; (%16.7) uygulamalarinda goriilmiistiir (P<0.05,
Cizelge 4).

Cizelge 4. Tuz (75, 150 ve 225 mM NaCl), agir metal (FeCls, NiCl, ve ZnCl,), kireg, fabrika baca tozu ve kurak
stres uygulamalarinin cevizde askorbat peroksidaz (APx), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)

aktivitesi ilizerine etkileri (P<0.05)

Uygulamalar APX . CAT . SOD .
Unite/mg protein Unite/mg protein Unite/mg protein
Kontrol 0.154+0.001 a* 0.1734£0.001 g 115.240.02 a
75 mM 0.256+0.001 ¢ 0.10540.001 ¢ 126.7+0.04 d
150 mM 0.156+0.001 a 0.096+0.001 b 130.8+0.06 ¢
225 mM 0.177+0.001 b 0.077£0.001 a 131.7+0.05 f
FeCl; 0.366+0.001 ¢ 0.14440.001 f 135.3£0.01 h
NiCl, 0.32440.001 d 0.236+0.001 h 137.4+0.03 1
ZnCl, 0.409+0.001 f 0.241+0.001 1 140.3+0.08 j
CaCO; 0.42+0.001 g 0.2374+0.001 h 123.6+£0.07 ¢
Baca tozu 0.4484+0.001 h 0.11+0.001 d 133.240.10 g
Kuraklik 0.429+0.002 g 0.14+0.001 e 121.3+0.10 b

*: Ayni stitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P<0.05).

4. Tartisma

Ulkemiz ceviz iiretiminde diinyada séz sahibi
iilkelerdendir. Ceviz agaclarinin tohumla cogaltilmasi
genis bir genetik varyasyon ve islah calismalarindan
kullanilacak zengin kaynak olusmasina neden olmustur.
Ancak siirdiiriilebilir bir ceviz iretimi igin bolgesel
adaptasyon ve kuraklik, agir metal toksisitesi, hava
kirliligi, tuzluluk ve sicaklik gibi stres faktorlerine
dayanimi belirlenmis genotiplerin veya gesitlerin tercih
edilmesi ve bu genotiplerin/gesitlerin kapama ceviz
bahgelerinin  kurulmasinda kullanilmasi 6nem arz
etmektedir. Calismada yerel ceviz genotipinin farkli
stres faktorlerine toleransinin ortaya konulabilmesi
amaciyla fotosentetik pigment, prolin, protein, lipit
peroksidasyon seviyesi (MDA), hidrojen peroksit
(H20,) konsantrasyonu, askorbat peroksidaz (APXx),
katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktiviteleri arastirilmistir.

Stres kosullarinin yapraklarda ani renk degisimine
neden olmasindan dolay1r birgok arastirici, stresin
bitkiler ~iizerindeki etkilerini anlamak amaciyla
fotosentetik pigment miktarmi 6lgme yoluna gitmistir
(Palett ve ark., 1993; Oncel ve Keles, 2002; Smirnoff,
2005; Ashraf ve Foolad, 2007; Zengin ve Kirbag, 2007).
Calismada fotosentetik pigment miktarlar1 ile tuz
konsantrasyonlari, fabrika baca tozu ve kuraklik
uygulamalar1 arasinda negatif iligki bulunmustur.
Klorofil a igerigi tiim uygulamalarda, klorofil b, toplam
klorofil ve karotenoit igerigi ise agir metal ve CaCO;
uygulamalarinda yiliksek bulunmustur. En yiiksek kI b,
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toplam klorofil ve karotenoit miktari, CaCO3 ve FeClj
stres uygulamalarinda tespit edilmistir. Buna karsilik en
diisiik pigment igerigi 150 ve 225 mM tuz ve fabrika
baca tozu stres uygulamalarinda belirlenmistir (Cizelge
2).

Tuz, kuraklik ve kirlilik kosullarinda pigment
miktarmin azalmasi genelde beklenen bir durumdur.
Ciinkii tuz, baca tozunda bulunan agir1 Na, Ca, Mg, Mn,
Fe, Zn, CI, Br, As, Pb gibi metaller iyon toksisitesine
neden olarak metabolik  reaksiyonlari, enzim
aktivitelerini ve biyokimyasal bilesiklerin sentezini
baskilamakta ve ayrica zar yapisinin bozulmasina neden
olmaktadir.  Ancak agir metal ve CaCOs;
uygulamalarinda  klorofil  pigmentlerindeki  artig
sasirticidir. Clinkii stres kosullarinda zar biitiinliigiiniin
bozulmasi nedeniyle kloroplast zarlarinda lokalize olan
pigmentlerin degrade olmasi, pigment sentezinden
sorumlu enzimlerin inaktive olmasi ve pigment
biyosentezinin baskilanmasi sonucu pigment miktar1
azalmaktadir (Palett ve Young, 1993; Dixit ve ark.,
2001; Jiang ve Huang, 2002; Sharma ve Dietz, 2006;
Zengin ve Munzuroglu, 2006; Serrano, 2008; Meletiou-
Christou ve ark., 2011; Kurnaz ve ark., 2016). Agir
metal ve  CaCO;  uygulamalarinda  klorofil
pigmentlerindeki artis, ceviz ¢esidinin  kullanilan
konsantrasyonlara toleransinin yiiksek olmasindan
kaynaklanabilecegi diigiintilmiistiir. Nitekim Jain ve ark.
(2001), Sairam ve Tyagi (2004), Zhu ve ark. (2007),
Munns ve Tester (2008) tuz; Joshi ve Swami (2009),
John De Britto ve ark. (2011) hava kirliligi; Hemandez
ve ark. (2002), Turan ve ark. (2002), Ksouri ve ark.
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(2005), Leytem ve Mikkelsen (2005) kiregli topraklar
gibi kosullarda dayanikl: tiirlerde fotosentetik pigment
miktarlarmin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Stres kosullarinda bitkilerde miktar1 en fazla degisen
bilesikler prolin ve toplam ¢6ziiniir proteinlerdir (Parida
ve ark., 2002; Sharma ve Dietz, 2006; Vallidovan ve
Nguyen, 2006; Heidari ve Moaveni, 2009; John-De
Britto ve ark.,, 2011). Caligmada uygulanan stres
konsantrasyonlari prolin miktarinda onemli artiglara
neden olurken, toplam ¢Oziinlir protein igerigini
diisiirmiistiir. Prolin igerigi, tuz konsantrasyonlart ve
CaCO; uygulamalarinda; protein ise FeCl; ve baca tozu
uygulamalarinda en yiliksek degerdedir. Bulgulara gore
tuz, CaCOj; baca tozu, kuraklik ve FeCl; stres
uygulamalar1 ile prolin; FeClz baca tozu ve ZnCl,
uygulamalari ile de protein miktar1 arasinda ise pozitif
iligki saptanmustir (Cizelge 3).

Prolin ve protein igerigine iligskin bulgular, abiyotik
stres faktorlerinin bitkilerde prolin ve protein miktarina
etkilerine iliskin ¢alisma sonuglar1 ile Ortiismektedir.
Dixit ve ark. (2001), Bekiragaoglu ve Karaglis (2002),
Hansch ve Mendel (2009), Ergin ve Muslu (2012)
diisik konsantrasyonlarda agir metal uygulamasmimn
prolin, protein ve H,O, miktarini artirdigini; Jain ve ark.
(2001), Sharma ve Pardah (2002), Demiral ve Tiirkan
(2005), Dogan ve Tipirdamaz (2010) tuzun; Jiang ve
Huang (2002), Bielenberg ve ark. (2002), Clapperton ve
Reid (1994) hava kirliliginin prolin miktarinda artisa
neden olurken protein miktarinda 6nemli azaliglara
neden oldugunu belirtmislerdir.

Aragtiricilar stres kosullarinda protein miktarindaki
azalmanim, oskidatif stres sonucu olusan ROS’larin
proteinleri denatiire etmesi, enzimleri inaktif hale
getirerek yeni protein sentezini baskilamasindan ya da
proteinlerin serbest aminoasitlere hidrolize olmasindan
kaynaklandigin1 belirtmiglerdir. Buna karsin prolin
miktarindaki artista ise dayanikli bitkilerde prolin
biyosentezinin artmasi, proteinlerin hidrolize olarak
proline pargalanmasi ya da agir metallerin selatlanarak
prolin degradasyonunun azalmasinin etkili olabilecegini
bildirmiglerdir (Hartwing, 2001; Jain, 2001; Jiang ve
Huang, 2002; Choudhury ve Panda, 2004; Sharma ve
Dietz, 2006; Hansch ve Mendel, 2009).

Malondialdehit (MDA) hiicresel zarlarin
peroksidasyona ugramasi sonucu olusan son iirlindiir.
ROS’lar membran lipidlerinin de dahil oldugu
biyomolekiillere zarar vererek, hiicresel zarlarin
biitiinliigiiniin bozulmasina ve MDA birikimine sebep
olmaktadir. Yiiksek seviyede MDA birikimi, asir1 lipid
peroksidasyonunu gdstermektedir (Cakmak ve Horst,
1991 Burzynski ve Klobus 2004; Mellilo ve ark., 2006;
Gajewska ve Sklodowska, 2007; Sharma ve ark., 2012;
Cruz ve ark., 2013). Stres kosullarinda H,0,
konsantrasyonunun artmasi, strese karst genel bir tepki
oldugu kabul edilmektedir. Arastiricilar H,O,’nin
bitkilerde uyarilmis savunma sisteminin indiiklendigini,
tolerant tiir ve ¢esitlerde MDA miktarinin diisiik, H,O,
miktarinin ise yiiksek oldugunu belirtmektedir (Sairam
ve ark., 2002; Burzynski ve Klobolus, 2004; Tanou ve

ark., 2009; Keyvan, 2010).

Uygulamalardan sadece CaCO;, MDA igeriginde
artisa neden olurken, H,O, icerigi tiim uygulamalarda
kontrole gore yiiksek bulunmustur. En disik MDA
konsantrasyonu ise ZnCl,, 225 mM NaCl, baca tozu,
FeCl; ve kurak uygulamalarinda tespit edilmistir. En
yiiksek H,O, miktari, baca tozu, agir metal ve 75 ve 225
mM NaCl uygulamalarinda belirlenmistir (Cizelge 3).
Bulgulara goére MDA igerigi, tuz uygulamalarinda
konsantrasyon arttik¢a azalirken, bu konsantrasyonlarda
H,0, igerigi yiiksek bulunmustur (Cizelge 3). MDA ve
H,O, miktarma iliskin  veriler cevizin  stres
uygulamalarina toleransinin yiikksek olduguna isaret
etmektedir.

Sinha ve Saxena (2006), Gajewska ve Sklodowska
(2007), Sharma ve ark. (2007), Dubey ve Pandey
(2011), John De Britto ve ark. (2011) kursun,
kadmiyum, demir, nikel, ¢inko ve manganez gibi
elementlerin yiiksek konsantrasyonlarinin; Tanaka ve
ark. (1982), Clapperton ve Reid (1994), Hippeli ve
Elstner (1996), Velikova ve ark. (2000), Bielenberg ve
ark. (2002), Risom ve ark. (2005) hava kirliliginin;
Demiral ve Tiirkan (2005), Khan ve Panda (2008),
Gapinska ve ark. (2008) tuzun; Jiang ve Huang (2002),
Sofo ve ark. (2004), Kalefetoglu ve Ekmekgi (2005) su
stresinin  hiicrelerde oksidatif stresi uyararak lipit
peroksidasyon seviyesini ve ROS iiretimini uyardigimi
bildirmislerdir. Gechevt ve ark. (2002), Li, (2003),
Dogan ve ark. (2010), Caverzan ve ark. (2012)
dayanikl tiir ve ¢esitlerde MDA miktarinin diisiik, H,O,
iceriginin yiiksek oldugunu ifade etmislerdir.

Stres kosullarinda bitkilerde askorbat peroksidaz
(APx), katalaz (CAT), siiper oksit dismutaz (SOD),
glutatyon rediiktaz (GR), peroksidaz (POD) ve guaicol
peroksidaz (GPx) gibi enzim aktiviteleri degismektedir
(Pell ve ark., 1997; Dixit, 2001; Smirnoff, 2005;
Gajewska ve Sklodowska, 2007; Gapinska ve ark.,
2008; Dogan ve ark., 2010). Askorbat peroksidaz
(APX), H,O,’nin uzaklastirilmasinda katalaza yardimci
olan ve lipit peroksidasyon reaksiyonlarinin
durdurulmasinda etkili olan enzimdir. Katalaz (CAT),
H,0O;’in H,0 ve O;’ya direkt olarak doniisiimiinii saglar.
Dismutaz  (SOD),  serbest radikallere  Kkarsi
organizmadaki ilk savunmayl yapan
metalloproteinlerdir. Enzim, toksik siiperoksit serbest
radikalinin daha az toksik olan H,0,’ye doniistimiinii
katalizler. Bunu da CAT veya APx, H,O ve O;’ya
parcalar. Calismada stres uygulamalar1 APx ce SOD
aktivitesinde artisa neden olmustur. APx aktivitesi baca
tozu, kurak, CaCO; ve agir metal (Zn, Fe ve Ni)
uygulamalarinda en yiiksek degerde bulunmustur.
Enzim aktivitesi, tuz konsantrasyonlarinda kontrole gore
yiikksek oldugu, buna karsilik agir metal, kurak, baca
tozu ve CaCO; uygulamalarmma gore diisiik oldugu
saptanmustir. SOD aktivitesi agir metal, baca tozu ve
yliksek tuz konsantrasyonlarinda (150 ve 225 mM) daha
yiiksek iken diisiik tuz, kurak ve CaCOj3; uygulamasinda
ise daha diisiiktiir (Cizelge 4). CAT aktivitesi ¢inko,
nikel ve CaCOj; uygulamalarinda kontrole gére yiiksek,
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tuz derisimleri, baca tozu ve kurak uygulamalarinda
diistiktiir. Bulgulara goére APx aktivitesi en ¢ok baca
tozu, kurak, CaCOj3 ve agir metal; SOD aktivitesi ZnCl,,
NiCl,, FeCls, baca tozu, 225 mM, 150 mM NaCl; CAT
ise aktivitesi ZnCl,, CaCO; ve NiCl, uygulamalarinda
artig gostermigtir. CAT aktivitesi tuz konsantrasyonlari
ile ters oranti gostermis ve baca tozu ve kurak
uygulamasinda en diisiik degere ulasmistir (Cizelge 4).
Enzim aktivitelerine iliskin bulgularimiz literatiirlerde
verilen galigma sonuglari ile uyusmaktadir.

Sharame ve Saxena (2006); Ak ve Yiicel (2011),
John De Britto ve ark. (2011), Kurnaz (2016) metal
toksisitesinin; Pierre ve Queiroz (1981), Choudhury ve
Panda (2004), Clements (2006), Woo ve Je (2006),
Malecka ve ark. (2012) CO,, SO,, NOx, HF, arsenik,
ozon (Oz) ve asitli yagmurlar gibi partikiiller ve
trafikten kaynaklanan hava kirliliginin; Sairam ve
Saxeno (2000), Meloni ve ark. (2003), Khan ve Panda
(2008) tuzun ve kurakligin APx, CAT, GR, GPx, POD
ve SOD gibi enzimlerin aktivitesini konsantrasyonlara
bagh olarak farkli etkiledigini bildirmislerdir. APx ve
POD aktivitesindeki artis stres indikatorii olup, abiyotik
kosullarda peroksidaz grubu enzim aktiviteleri hizli bir
sekilde artmakta ve APx, CAT, GPx, GR, POD ve SOD
gibi enzimler bitkilerde oksidatif strese karsi korunmada
esas bilesikler olarak rol oynamaktadir (Cakmak ve
Horst, 1991; Noctor ve Foyer, 1998; Parmar ve ark.,
2002; Gajewska ve Sklodowska, 2007; Dubey ve
Pandey, 2011).

Calismada ceviz ¢esidi klorofil b, toplam klorofil ve
karotenoit degerleri acisindan, kire¢ (CaCOjs) ve agir
metal (FeCls, ZnCl, ve NiCl,); protein miktar1 agisindan
FeCls, baca tozu ve ZnCl,. prolin ve H,0, igerigi ile
APx ve SOD aktivitesi acisindan ise tiim stres
uygulamalarina toleransli bulunmustur. Ayrica g¢esidin
lipit peroksidasyonu seviyesi agisindan (MDA) ZnCly,
225 mM, baca tozu, FeCls, kurak, NiCl,, 150 ve 75 mM
NaCl; CAT aktivitesi kapsaminda ise ZnCl,, NiCl, ve
CaCO; uygulamalarma dayanimi  yiiksek iken,
fotosentetik pigment, protein miktar1 ve CAT aktivitesi
acisindan ise tuz konsantrasyonlar1 ve kurak
uygulamalarma ise diisik olmustur. Baca tozu
uygulamasinda fotosentetik pigment miktarlarinin diisiik
olmasina ragmen, prolin, protein, H,O, miktar1 ile APx
ve SOD aktivitelerinin yiiksek olmasi bu bilesiklerin
oskidatif stresin olasi zararini1 6nledigini gostermektedir.
Bu uygulamada H,O, igerigi ve APx aktivitesinin en
yiiksek degerinde olmasina karsin, MDA miktarinin
diisiik olmast bu sonucu dogrulamaktadir. Demir, nikel
ve ¢inko uygulamalarinda APx, CAT ve SOD aktivitesi,
toplam karotenoit ve prolin miktarmnin yiiksek, MDA
iceriginin diisiik olmasi, bu elementlerin cevizde agir
metal direncini artirdifina isaret etmektedir. Bir yil
stiresince acik arazide birakilmis, kig aylarinda -1, -17
°C diislik sicakliklara maruz kalmis demir, nikel ve
¢inko uygulamali fidanlarin canliliklarmi korumas: da
bu elementlerin cevizde soguga direncin artirilmasmda
rol oynadigini gostermektedir.
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5. Sonug¢

Veriler dogrultusunda ceviz genotipinin, tuz
konsantrasyonlar1 ve kurakliga duyarli; agwr metal
toksisitesine  toleransli; baca tozu ve CaCOsj
uygulamasina ise orta dereceli toleranslt oldugu
bulunmustur. Ayrica bir bitkinin stres etmenlerine
tepkisi  genotip, stresin  ¢esidi, siddeti  ve
konsantrasyonuna bagli olarak degistigi, bir stres
etmenine tolerant olan bir tiir ya da ¢esidin, bir diger
stres etmenine ise duyarlik gosterdigi belirlenmistir.
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